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Resumen 
Las Cyanobacterias marinas son una fuente prolífica de compuestos bioactivos con 
amplios usos en biotecnología. En esta investigación, se realizó un estudio preliminar del 
potencial biotecnológico que presentan cepas aisladas de Cyanobacterias provenientes 
del parque Nacional Natural Islas del Rosario. Se obtuvieron un total de 11 aislamientos 
que fueron clasificadas numeradas desde LAUN 090 a LAUN 100 y se encuentran 
depositadas en el reservorio del laboratorio de cultivo de algas de la Universidad Nacional. 
De las 11 cepas, 8 fueron caracterizadas morfológicamente como Leptolyngbya, las otras 
tres fueron caracterizadas como Dermocarpa, Pleurocapsa y Stanieria. Los análisis 
moleculares se realizaron con un fragmento del gen ribosomal rARN 16S (16S). En una 
búsqueda de BLAST en GenBank, las cepas caracterizadas como Leptolyngbya 
presentaron una similitud del 100% con Phormidium, a excepción de la cepa LAUN093, 
mientras que las otras cepas presentan una similitud con Dermocarpa, Pleurocapsa y 
Stanieria del 97, 98 y 100%, respectivamente. Se realizó un análisis filogenético con 
máxima parsimonia, máxima verosimilitud e inferencia bayesiana; usando secuencias 
homologas del gen 16S de la base de datos del GenBank. Los tres métodos 
reconstruyeron topologías similares para grandes clados, agrupando las Cyanoabcterias 
por los principales órdenes; Synechococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales y 
Nostocales. Sin embargo, en los nodos menores se presentan algunas diferencias, 
formando grupos polifiléticos para algunos géneros. Los análisis filogenéticos y las 
divergencias presentadas aquí sugieren que las cepas LAUN (094, 095, 098 y 099), 
LAUN091, LAUN093, LAUN097 y LAUN100 son probablemente especies nuevas. 
Finalmente se evaluó la presencia de genes encargados de producir los metabolitos 
secundaros del tipo NRPS y PKS; y se llevaron a cabo ensayos antimicrobianos y 
antifúngicos. Los resultados mostraron que los genes se encuentran en la mayoría de las 
cepas aisladas, mientras que los ensayos antimicrobianos dieron negativo en todos los 
casos. 
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Marine cyanobacteria are a prolific source of bioactive compounds with extensive uses in 
biotechnology. In this research, a preliminary study was made for the biotechnological 
potential of the strains isolated from cyanobacteria from the Islas del Rosario National 
Natural park. A total of 11 isolates were obtained and named from LAUN  090 to LAUN 100 
and were deposited in the reservoir of the algae culture laboratory of the Universidad 
Nacional de Colombia. Of the 11 strains, 8 strains were characterized morphologically as 
Leptolyngbya, the other three were characterized as Dermocarpa, Pleurocapsa and 
Stanieria. Molecular analyses were made with a fragment of the 16s rRNA gene. A BLAST 
search in genebank showed the  strains characterized as Leptolyngbya with a 100% 
similarity with Phormidium, except for strain LAUN093, whereas the other strains presented 
a similarity with Dermocarpa, Pleurocapsa and Stanieria  of 97, 98 and 100%, respectively. 
Molecular analyzes were performed with the ribosomal gene 16S rRNA (16S). A 
phylogenetic analysis was performed with, maximum parsimony, maximum likelihood and 
Bayesian inference; by using homologous sequences of the 16S rRNA gene from the 
GenBank database. The three methods reconstructed similar topologies and relationships 
for the major clades, clustering the cyanobacteria by the main orders; Synechococcales, 
Pleurocapsales, Oscillatoriales and Nostocales. However, in the minor nodes some 
differences occur, forming polyphyletic groups in some genera. The phylogenetic analyzes 
and the divergences presented here suggest that the LAUN strains (094, 095, 098 and 
099), LAUN091, LAUN093, LAUN097 and LAUN100 are probably new species. Finally, the 
presence of genes responsible for producing the secondary metabolites of the NRPS and 
PKS type was evaluated; as well as antimicrobial and antifungal assays. The results 
showed that the genes are found in most of the isolated strains, while the antimicrobial 
assays were negative in all cases. 
 
Keywords: Cyanoprokaryotes, 16S rRNA, phylogenetic analysis, biotechnological 
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Las cianoprocariotas presentan características únicas que les proporciona un interés 
particular para su estudio en bioprospección (Brito et al., 2015; Montalvão et al., 2016). En 
primer lugar, son un grupo muy antiguo de bacterias que presentan la particularidad de 
realizar fotosíntesis oxidativa. En segundo lugar, su producción de metabolitos secundarios 
es abundante y diversa permitiéndoles encontrarse en ambientes totalmente diferentes y 
ser un grupo cosmopolita que se encuentra incluso en lugares inhóspitos para la vida 
(Bravakos et al., 2016).  
 
La investigación hasta los años 2000 se centró en gran medida en su ecología, morfología, 
y fisiología, pero poco se conocía sobre sus usos potenciales en biotecnología (Abed, 
Dobretsov, & Sudesh, 2009). Una vez que se supo que muchos de los metabolitos 
extraídos de invertebrados marinos utilizados en biotecnología eran en realidad bioactivos 
producidos por los microorganismos asociados a estos, los estudios de prospección en 
cianoprocariotas se fueron extendiendo (Prato, 2013; Swain et al., 2017). 
 
En la actualidad, más de 800 metabolitos secundarios (MS) han sido aislados de 
cianoprocariotas y se cree que estos solo representan una pequeña fracción del repertorio 
de productos naturales existentes (Blunt, Copp, Hu, Munro, & Northcote, 2009). Los 
cianocompuestos se han reportado como agentes antibacterianos, antifúngicos, 
antivirales, anticancerosos, antiplasmodiales, algicidas e inmunosupresores (Tan, 2010; 
Xue et al., 2018). Por otro lado, en las últimas tres décadas el número de metabolitos 
descubiertos en fuentes marinas ha venido en aumento y se ha visto en los recursos 
marinos una fuente potencial de metabolitos secundarios  (Swain et al., 2017). 
 
Los estudios realizados en Colombia sobre bioprospección de Cyanobacterias marinas 
han encontrado actividad biológica en ensayos realizados en consorcios y pocos en 
especies aisladas en el laboratorio. Cabe resaltar que en ninguno de los estudios se realizó 
la determinación de genes PKS y NRPS a través de PCR. Cano (2018) encontró actividad 
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antimicrobiana y actividad antifúngica. Por otro parte, Ayala (2017), Becerra (2017) y Prato 
(2013) hallaron en consorcios de Cyanobacterias controles positivos contra larvicidas y 
herbicidas. Por último, dos trabajos han presentado resultados positivos contra líneas 
cancerígenas demostrando la efectividad de las cepas marinas como agentes citotóxicos; 
(Cano, 2018; Bayona, 2012). A partir de estos estudios se ha presentado la necesidad de 
obtener mayor información sobre el potencial biotecnológico que presentan las 
cianoprocariotas del territorio colombiano. Para tal fin, es importante reconocer que 
especies o géneros exhiben metabolitos de interés para la industria local, y de esta manera 
aprovechar la biodiversidad que hay en el país. Por tal razón es urgente a través de nuevas 
metodologías hacer aproximaciones hacia el conocimiento de nuevos productos de interés 
biotecnológico a través del cultivo, la bioprospección y utilización de herramientas 
moleculares en este grupo. 
 
En esta investigación se buscó aislar y conservar Cyanobacterias marinas dentro del 
Parque Nacional Natural Islas del Rosario. Con las cepas que se lograron aislar se realizó 
la caracterización taxonómica a través de la determinación morfológica, con caracteres 
distintivos, y la determinación molecular, utilizando secuencias parciales del gen ARN 
ribosomal 16S. Asimismo, se realizó un análisis filogenético preliminar con tres 
metodologías distintas, máxima parsimonia (MP), máxima verosimilitud (MV) e inferencia 
bayesiana (IB). Por último, un estudio exploratorio fue llevado a cabo con las cepas 
aisladas; este estudio consistió en: (1) ensayos microbiológicos para evaluar la inhibición 
de cultivos bacterianos y fúngicos, y (2) la determinación mediante PCR de la presencia 
de genes que codifican metabolitos secundarios. Específicamente péptidos no ribosomales 
(NRPS, por sus siglas en inglés) y policétidos (PKS, por sus siglas en inglés). 
 
Este trabajo de investigación se encuentra enmarcado dentro del proyecto “Cultivo de 
Cyanobacterias y actinobacterias marinas: una nueva aproximación para el control 
de insectos y fitopatógenos” financiado por COLCIENCIAS. 
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1. Marco Teórico  
1.1 Aspectos generales de las Cianoprocariotas 
Las cianoprocariotas son procariotas ancestrales que carecen de diferenciación y 
membrana nuclear. Presentan la capacidad de realizar fotosíntesis oxigénica. Aparecieron 
hace unos 3500 millones de años y se cree que fueron las responsables de modificar la 
atmósfera reductora que existía anteriormente (Goldblatt et al., 2006). 
 
Estos organismos presentan diferentes adaptaciones que las hacen interesantes tanto 
biológica como ecológicamente. Algunas especies presentan la capacidad de fijar 
nitrógeno a través de estructuras especializadas conocidas como heterocistos (Abed et al., 
2009), otras presentan células vegetativas desarrolladas como células de resistencia 
(acinetos) (Prato, 2013). También pueden formar líquenes mediante asociaciones 
simbiontes con hongos (Sevillano et al., 1982). 
 
Las cianoprocariotas son especies cosmopolitas que pueden encontrarse en una gran 
diversidad de hábitats, incluyendo ambientes extremos (Brito et al., 2015b) como las aguas 
termales, a más de 60 °C, en lagos hipersalinos, o formando natas bentónicas en lagos de 
regiones polares (Torres-Ariño, 2004). Para adaptarse a esta variedad de nichos 
ecológicos requieren adaptaciones exitosas a condiciones muy diferentes por lo que han 
evolucionado para producir una amplia variedad de metabolitos secundarios (Gademann 
& Portmann, 2008). 
 
La investigación hasta los años 2000 se centró en gran medida en su ecología, morfología, 
fisiología y filogenia basada en la unidad 16S rRNA, pero poco se conocía sobre sus usos 
potenciales en biotecnología (Abed et al., 2009). Una vez que se supo que muchos de los 
metabolitos extraídos de invertebrados marinos utilizados en biotecnología eran en 
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realidad bioactivos producidos por los microorganismos asociados a estos, los estudios de 
prospección en cianoprocariotas se fueron extendiendo (Prato, 2013; Swain et al., 2017). 
 
No todas las cianoprocariotas son productoras prolíficas de metabolitos secundarios con 
potencial biotecnológico. Las cianoprocariotas unicelulares, pertenecientes a géneros 
como Prochlorococcus o Synechococcus, generalmente producen metabolitos 
secundarios con poca actividad inhibitoria de otros organismos, mientras que las 
cianoprocariotas filamentosas (Anabaena, Planktothrix o Lyngbya) o coloniales 
(Microcystis) producen diversos metabolitos. Curiosamente, el tamaño del genoma de las 
cianoprocariotas filamentosas es mayor en 5-6 Megabases (Mb) que en las especies 
unicelulares, como si el genoma de las cianoprocariotas unicelulares tuviera únicamente 
espacio para el metabolismo primario (Blunt et al., 2009). 
 
Por otra parte, los organismos marinos representan aproximadamente la mitad de la 
biodiversidad global total, siendo ricos depósitos de componentes biofuncionales 
estructuralmente diversos (El Samak et al., 2018). Los organismos marinos producen 
moléculas únicas debido a condiciones que difieren significativamente de los entornos 
terrestres, que incluyen entornos agresivos, exigentes y competitivos que conducen a la 
producción de moléculas activas potentes (Abarzua et al., 1999; Bhadury & Wright, 2004). 
Por otra parte, las cianoprocariotas ocupan una amplia gama de nichos en ecosistemas 
marinos en regiones tropicales donde se producen a lo largo de las costas marítimas, así 
como en el océano abierto (Hoffman, 1999). 
 
Además, las cianoprocariotas marinas filamentosas tropicales son hoy en día una fuente 
importante de metabolitos secundarios que poseen potentes propiedades biológicas y 
farmacológicas (Tan, 2007). Las cianoprocariotas marinas se han constituido en una fuente 
prolífica de compuestos con actividad biológica. Prueba de esto es el hecho de que, de los 
20 agentes terapéuticos más importantes aislados en los últimos años, el 24% eran 
producidos por Cyanobacteria (Gerwick & Moore, 2012). 
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1.2 Aspectos taxonómicos de las Cianoprocariotas 
Las Cyanobacterias son un grupo de procariotas muy diverso desde el punto de vista 
morfológico. Durante mucho tiempo, fue considerado por los botánicos como una de las 
principales divisiones de las algas, incluida en la división Cyanophyta. Debido a la gran 
plasticidad morfológica que presentan, las Cyanobacterias son un grupo difícil de clasificar 
y su clasificación ha sido reformada varias veces en revisiones exhaustivas a lo largo de 
los últimos 50 años. A continuación, se presentan algunas de las clasificaciones más 
notorias de las Cyanobacterias (Loza, 2011). 
 
En primer lugar, se tiene la identificación tradicional, la botánica, que distingue a las 
Cyanobacterias bajo las observaciones realizadas mediante microscopia óptica utilizando 
caracteres morfológicos que incluyen principalmente el tamaño de las células, las 
envolturas extracelulares, pigmentación, el ancho del tricoma, la forma de las células 
terminales, la posición de las células especializadas, etc. En este sistema se establecieron 
4 órdenes, Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales y Stigonematales (Tabla 1-1). 
 
§ Orden Chroococcales: Incluye a todas las unicelulares y se agrupan en función 
de los tipos de células, las envueltas y el tipo de reproducción (Komárek y Anagnostidis, 
1999). 
§ Orden Oscillatoriales: Incluye aquellas con organización en filamentos, 
generalmente se reproducen por fragmentación del tricoma formando hormogónios y 
carecen de heterocistos y acinetos. Algunas pueden presentar una vaina recubriendo los 
tricomas (Komárek y Anagnostidis, 2005). 
§ Orden Nostocales: Agrupa aquellas filamentosas provistas de heterocistos y 
acinetos. Así como células de dispersión como los hormogónios. Se agrupan en función 
de la morfología de las colonias, los filamentos, así como por la diferenciación y posición 
de los heterocistos y la diferenciación de acinetos (Komárek y Anagnostidis, 1999).  
§ Orden Stigonematales: Formada por filamentosas con un talo morfológicamente 
complicado. Su diferenciación se realiza principalmente en función de la estructura de los 
filamentos, tipo de ramificación, posición de los heterocistos y procesos reproductivos 
(Komárek y Anagnostidis, 2005). 
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Tabla 1-1: Clasificación taxonómica botánica según nomenclatura de Komarek y 
Anagnostidis. Tomado de (Loza, 2011). 
ORDEN FAMILIA ALGUNOS GÉNEROS 
Chroococcales 
Synechococcaceae Cyanothece Aphanotece 
Merismopediaceae Merismopedia Synechocystis 
Mycrocystaceae Eucapsis  
Chroococcaceae Chorococcus  
Entophysalidaceae Siphononema Entophysalis 
Hydrococcacea Hydrococcus  
Chamaesiphonaceae Chamaesiphon  
Dermocarpellaceae Cyanocystis Stanieria 
Xenoncoccaceae Xenococcus Chroococcidium 
Hyellaceae Hyella Pleurocapsa 
Oscillatoriales 




Schizotrichaceae Schizothrix  
Phormidiaceae Phormidium Arthrospira 
Oscillatoriaceae Oscillatoria Lyngbya 
Gomontiellaceae Katagnymene Gomontiella 
Nostocales 
Scytonemataceae Scytonema Scytonemetopsis 
Microchaetaceae Microchaete Tolypothrix 
Rivulariaceae Calothrix Rivuliaria Gloetrichia 
Nostocaceae Anabaena Nostoc 
Stigonematales 
Chlorogloeopsaceae   
Capsosiraceae Capsoria Desmosiphon 
Stigonemataceae Pulvinularia Stigonema 
Fischerellaceae Fischerella Doliocatella 
Bourzinemataceae Borzinema Seguenzaea 
Loriellaceae Geitleria Loriella 
Nostochopsaceae Nostochopis Mastigocoleus 
Mastigocladaceae Bachytrichia Mastigocladus 
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Luego, en los años 70, después del reconocimiento de las características bacterianas de 
este grupo surgió una nueva clasificación basada en el código internacional bacteriológico 
de nomenclatura. Esta nueva clasificación además de tener en cuenta algunas 
características morfológicas, tuvo en cuenta atributos fisiológicos, citológicos y bioquímicos 
de los cultivos axénicos de especies aisladas en el laboratorio. Rippka et al., 2001 
diseñaron las primeras claves a partir de las diferencias observadas en la organización 
celular y en el modo de reproducción, agrupándolas en 5 secciones, del I al V (Tabla 1-2). 
 
Tabla 1-2: Clasificación taxonómica para Cyanobacterias propuesta  por (Rippka et al., 
2001). 
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Varios planos de división 
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En el año 1989, Castenholz & Waterbury publicaron en el manual de sistemática 
bacteriológico de Bergey (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology) una nueva 
clasificación para las cianoprocariotas, después de haber realizado una revisión minuciosa 
de varios géneros teniendo en cuenta sus características morfológicas (célula, tricoma y 
colonia), estructurales, fisiológicas y ecológicas, así como el análisis del porcentaje de 
guanina y citosina del genoma y la hibridación ADN-ADN. En la nueva clasificación se 
presenta un nuevo ordenamiento por órdenes y familias. Posteriormente, en el año 2001, 
los mismos autores en una renovación del manual, tuvieron en cuenta la información 
recopilada por los estudios anteriores presentando una nueva clasificación basada en las 
características fisiológicas y bacteriológicas y en las interpretaciones filogenéticas de las 
secuencias del gen que codifica para el ARN ribosomal 16S rRNA. En esta nueva 
clasificación se distinguen 5 subsecciones (I-V), equivalentes a los órdenes establecidos 
en la literatura botánica (Tabla 1-3). 
 
Hoffmann et al., (2005) realiza una clasificaron radical en comparación a los sistemas 
anteriores, en la que determina que el uso de los términos nomenclaturales de órdenes, 
familias, géneros y especies deben ser trocados por el de subsecciones, familias y géneros 
de formas. En esta clasificación no se refleja la historia evolutiva, sino que proporciona un 
carácter temporal y artificial que genera un método conveniente para referirse a las cepas 
de las Cyanobacterias.  
 
En la actualidad, existe una nueva clasificación que pretende reflejar la historia evolutiva e 
incluir únicamente grupos monofiléticos. Según los autores (Komarek et al., 2014) “es 
mejor presentar una clasificación con géneros pequeños donde todos sus integrantes 
estén bien definidos y soportados y no grupos parafiléticos grandes, donde muchas 
especies no están relacionadas entre si”. Este nuevo sistema de clasificación está 
presentado para reflejar de manera clara las evidencias modernas y poder avanzar en la 
correcta determinación taxonómica. De esta manera, las Cyanobacterias son clasificadas 
en siete ordenes; Gloeobacterales, Synechococcales, Spirulinales, Chroococcales, 
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Tabla 1-3: Clasificación taxonómica de Cyanobacterias según el manual sistemático 
bacteriológico de Bergey (R. W. Castenholz, 2001). Los nombres entre paréntesis 
corresponden a los ordenes dados en la clasificación botánica. Tomado de (Loza, 2011). 
 












I (Chlorococcales) I 
Chamaesiphon, Chroococcus, Cyanobacterium, 
Cyanobium, Cyanothece, Dactylocopsis, 
Gloeobacter, Gloeocapsa, Gloeothece, 




Cyanocystis, Dermocarpella, Stanieria, 
Xenococcus 
II Chroococcidiopsis, Myxosarcina, Pleurocapsa 
III (Oscillatoriales) I 
Halospirulina, Leptolyngbya, Limnothrix, 
Lyngbya, Microcoleus, Oscillatoria, Planktothrix, 
Prochlorothrix, Pseudanabaena, Spirulina, 
Starria, Symploca, Trichodesmium, Tychonema 
IV (Nostocales) 
I 
Anabaenopsis, Aphanizomenon, Cyanospira, 
Cylindrospermopsis, Cylindrospermum, 
Nodularia, Nostoc, Scytonema, Anabaena, 
II 
Calothrix, Rivularia, Gloeotrichia, Tolypothrix, 
Microchaete 
V (Stigonematales) I 
Chlorogloeopsis, Fischerella, Geitleria, 
Iyengariella, Nostochopsis, Mastigocladopsis, 
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Tabla 1-4: Clasificación taxonómica de cianoprocariotas propuesta por Komarek et al., 
2014. Esta clasificación está basada en los análisis filogenéticos preliminares y los 




DE LOS TILACOIDES. 
ALGUNOS GÉNEROS 













Cyanobacterium, Stichosiphon, Beckia 
Pleurocapsales Irregular 
Dermocarpellaceae, Stanieria, 
Cyanocystis, Xenotholos, Xenococcus, 
Hyella, Pleurocapsa 
Oscillatoriales Irregular/Radial 
Cyanothece, Geitlerinema, Annamia, 
Oxynema, Planktothricoides, 
Arthrospira, Microcoleus, Planktothrix, 
Phormidium, Pseudophormidium, 
Lyngbya, Oscillatoria, Hydrocoleum 
Chroococcidiopsidales Irregular Chroococcidiopsis 
Nostocales Irregular 
Nostoc, Scytonema, Brasilonema, 
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1.3 Aspectos Genéticos y Moleculares de las 
Cianoprocariotas 
Las Cyanobacterias al ser organismos procariotas no presentan núcleo, por lo que los 
ribosomas y el material genético se encuentra distribuido en el citoplasma. El genoma de 
las Cyanobacterias al igual que otras bacterias se encuentra organizado de forma circular 
y es bicatenario. En el citoplasma, también se encuentran los ribosomas de tipo bacteriano 
(70S) y una serie de gránulos, que generalmente sirven como despensas, en las que se 
almacenan sustancias de reservas de carbono (poli-β- hidroxibutirato), nitrógeno (gránulos 
de cianoficina), fósforo (polifosfatos) y glucógeno. También se pueden encontrar vacuolas 
de gas, que son importantes para el desplazamiento de las Cyanobacterias en la columna 
de agua (Al-Haj et al., 2016). 
 
Los genomas de las Cyanobacterias tienen un peso molecular que varía entre 1.6 y 8.6 x 
109 daltons. El ADN múltiple, en exceso, es exclusivo de los morfotipos más complejos, es 
decir de las especies filamentosas. Las formas unicelulares generalmente poseen un 
genoma por debajo de 3,6 x 109 daltons, similares a los conocidos para procariotas que no 
son Cyanobacterias. Con los secuenciamientos completos se ha conocido todo el genoma 
de Synechocystis (PCC 6803); se encontró que el tamaño de su genoma es de 2.1 × 109 
daltons y 3,008,047 pares de bases, algo menor que el de otras bacterias comunes, por 
ejemplo, el genoma de Escherichia coli tiene un tamaño de 2.5 × 109 daltons y 4,639,221 
pares de base (Blattner et al., 1997). 
 
A parte del ADN, es de suma importancia los complejos ribosomales, en los cuales se 
encuentra el rARN 16S (16S) que ha sido utilizado en estudios filogenéticos de este grupo. 
Los ribosomas son los organelos que poseen la función de realizar la síntesis de proteínas 
en todos los organismos, tanto procariotas como eucariotas. Los ribosomas bacterianos 
son complejos altamente especializados constituidos por unidades proteicas y ácidos 
ribonucleicos. Está compuesto por dos subunidades, la subunidad grande (50S) y la 
subunidad pequeña (30S). La subunidad pequeña se encuentra formada por el ARNr 16S 
y 21 proteínas diferentes (S1 a la S21, S por Small) (Al-Haj et al., 2016). 
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En bacterias, los genes que codifican los ARN ribosomales están organizados en operones 
(conjunto de genes que se transcriben a partir de la misma región promotora). Cada operón 
ribosómico (rrn) incluye genes para los ARNr 23S (rrl), 16S (rrs) y 5S (rrf), separados por 
regiones espaciadoras o intergénicas (IG), y contiene además genes para uno o más ARN 
de transferencia (ARNt). El producto de la transcripción del operón a partir de dos 
promotores, P1 y P2, situados en la región anterior a rrs, será procesado por el enzima 
ARNasa III mediante cortes en sitios específicos que separan las tres clases de ARNr, los 
ARNt y las dos IG (Rodicio & Mendoza, 2004). 
 
En el genoma de las Cyanobacterias también se encuentran el conjunto de genes que 
producen las enzimas encargadas de producir los metabolitos secundarios; son clústeres 
de genes encargados de producir cada uno de los dominios de las sintetasas de péptidos 
no ribosomales (NRPSs) y las sintasas de policétidos (PKSs) encargados del ensamblaje 
de los monómeros que conformas los metabolitos secundarios de este tipo (Jones et al., 
2010). 
Análisis filogenéticos e identificación molecular a partir del 16S  
Los ácidos nucleicos y las proteínas, macromoléculas comunes a todos los seres vivos, 
cambian con el tiempo. Por ello, pueden considerarse como cronómetros moleculares o 
documentos de la historia evolutiva. La comparación de las secuencias de los ARNr 16S 
(o de los genes que los codifican) permite establecer las relaciones filogenéticas existentes 
entre los organismos procariotas. Este hecho ha tenido una enorme repercusión en 
taxonomía bacteriana, dando lugar a diferentes sistemas de clasificación, permitiendo un 
acercamiento a la historia evolutiva y a la correcta clasificación de las bacterias, entre ellas 
las Cyanobacterias (Rodicio & Mendoza, 2004). 
 
El gen del ARN ribosómico, el 16S rRNA es la macromolécula más ampliamente utilizada 
en estudios de filogenia y taxonomía bacterianas. Su aplicación como cronómetro 
molecular fue propuesta por Carl Woese a principios de la década de 1970. Los estudios 
de Woese originaron la división de los procariotas en dos grupos: Eubacteria y 
Archaebacteria, cuya divergencia es tan profunda como la encontrada entre ellos y los 
eucariotas (Woese & Fox, 1977). 
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Los ARNr SSU (en inglés: small subunit) se encuentran altamente conservados, 
presentando regiones comunes a todos los organismos, pero contienen además 
variaciones que se concentran en zonas específicas, estas variaciones permiten diseñar 
cebadores universales y, por otro lado, presenta tasas de evolución variables lo que 
permiten reconstruir relaciones filogenéticas. Los análisis filogenéticos del ARNr 16S han 
sido ampliamente usados dentro del mundo procariota, causando un profundo impacto en 
nuestra visión de la evolución y, como consecuencia, en la clasificación e identificación 
bacteriana. 
 
El nacimiento de nuevas herramientas, como la secuenciación por Sanger, y la PCR, 
permitieron que el secuenciamiento del 16S se fortaleciera y se masificara originando 
durante las últimas décadas la obtención de miles de secuencias de este gen (Ortiz-
Estrada et al., 2018). Estas secuencias han sido registradas en diferentes bases de datos. 
La base de datos más usada, es el GenBank (Benson et al., 2003), pero también se han 
creado bases de datos especializadas en genes ribosomales, tales como Proyecto de base 
de datos de ribosomas (RDP) (Maidak et al., 1997), EzTaxon (Chun et al., 2007) y Silva 
(Quast et al., 2013). Por otra parte, la comparación de estas secuencias en plataformas 
como BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul et al., 1997) ha permitido 
esclarecer los problemas taxonómicos que ha presentado el grupo, así como conocer las 
relaciones filogenéticas del grupo. 
1.4 Aspectos Bioquímicos y Metabolitos 
secundarios de las Cianoprocariotas 
Las cianoprocariotas han existido desde hace aproximadamente 3,500 millones de años y 
resultado de su historia evolutiva presentan una gran riqueza morfológica, genética y 
química (Al-Haj et al., 2016). La diversidad química probablemente refleja la larga 
evolución de las cianoprocariotas y su adaptación a diversos ecosistemas, condiciones de 
crecimiento y competidores o depredadores (Méjean & Ploux, 2013; Rastogi & Sinha, 
2009). Hasta el momento son muchos los metabolitos secundarios que se han aislados de 
cianoprocariotas. En Hawái, estudios pioneros en biotecnología de cianoprocariotas 
realizados durante 40 años revelaron la riqueza de este grupo como fuente de metabolitos 
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secundarios (MS) (Nunnery et al., 2010). Asimismo, hasta el año 2010 se habían 
identificado más de 800 metabolitos secundarios en cianoprocariotas y se cree que estos 
sólo representan una pequeña fracción del repertorio de productos naturales existentes 
(Blunt et al., 2009). 
 
Durante la última década el estudio de metabolitos secundarios en cianoprocariotas ha 
aumentado con un mayor interés en aquellos asociados a especies responsables de 
producir afloramientos, los cuales se han vuelto más comunes y han generado problemas 
de salubridad ya que son tóxicos para animales y humanos (Prato, 2013). Sin embargo, 
existen muchos otros metabolitos que presentan potenciales aplicaciones en la industria 
farmacéutica, agrícola y farmacológica, debido a que muestran actividades biológicas de 
interés como son: antibióticos, inmunosupresores, anticancerígenos, antivirales 
antiinflamatorios, y agentes inhibidores de enzimas (Vijayakumar & Menakha, 2015). 
 
Las funciones de los metabolitos secundarios de las cianoprocariotas son desconocidas, 
pero se cree que la producción de un metabolito específico le da alguna ventaja al 
productor en un ecosistema complejo (van Apelddon et al., 2007). También se ha 
propuesto que estas moléculas pudieran estar relacionadas en comunicación, aunque no 
hay datos experimentales concretos sobre este tema. Algunos de los metabolitos 
secundarios de las cianoprocariotas son tóxicos para los animales superiores, incluidos los 
humanos, por lo que a este tipo de metabolitos se les conoce como cianotoxinas (Méjean 
& Ploux, 2013). Igualmente, existen otros tipos de metabolitos secundarios (MS) en 
cianoprocariotas que presentan potencial biotecnológico (Bachmann & Ravel, 2009; 
Dahms et al., 2006; Müller et al., 2015; Rastogi & Sinha, 2009). 
 
Por lo tanto, los metabolitos secundarios en cianoprocariotas se han clasificado de dos 
formas, según su toxicidad y según la vía metabólica por la que son sintetizados. Según 
su toxicidad se pueden clasificar en cinco grupos de acuerdo al órgano que es blanco de 
su ataque y se designan como hepatotoxinas, neurotoxinas, citotoxinas, dermatotoxinas y 
las toxinas irritantes (Brito et al., 2015; Rodríguez & Triana, 2006; Sevillano et al., 1982; 
Torres-Ariño, 2004). 
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Según la vía metabólica se pueden clasificar de acuerdo al metabolito utilizado para su 
síntesis, de esta manera entre los metabolitos se puede encontrar alcaloides, terpenos, 
péptidos no ribosomales, policétidos o híbridos entre estos, o moléculas mucho más 
grandes como péptidos ribosomales y polisacáridos (Del Cerro, 2015). 
 
En relación con el trabajo desarrollado en esta tesis cabe destacar los policétido, 
sintetizados por las llamadas policétido sintasas (PKSs, por sus siglas en inglés) y los 
péptidos no ribosomales, sintetizados a su vez por sintetasas de péptidos no ribosomales 
(NRPSs, por sus siglas en inglés) (Del Cerro, 2015). Estos dos tipos de metabolitos junto 
con los compuestos híbridos de estas dos vías biosintéticas son los producidos 
mayoritariamente por cianoprocariotas (Tan, 2007). Estos últimos, los productos mixtos 
entre las rutas biosintéticas de los NRPs (péptidos no ribosomales, por sus siglas en inglés) 
y los PKs (policétidos, por sus siglas en inglés) son los más importantes en el 
descubrimiento de nuevos compuestos (Bayona, 2014). 
 
Los metabolitos secundarios producidos por este tipo de enzimas se sintetizan de forma 
modular consiguiendo alcanzar una diversidad y gran complejidad estructural que los hace 
muy interesantes a la hora de estudiar nuevas moléculas con potencial actividad 
farmacológica (Rastogi & Sinha, 2009). Muchos de estos compuestos combinan 
características estructurales de péptidos con secciones de lípidos, y luego se vuelven más 
funcionales con modificaciones químicas (Gutiérrez et al., 2010). Entre las más comunes, 
se encuentran la metilación, dimetilación, la incorporación de anillos heterocíclicos, la 
extensión de la cadena alifática y las hidroxilaciones (Tan, 2007).  Es por esta razón, que 
estos metabolitos son muy diversos en la naturaleza y representan un porcentaje alto de 
compuestos aislados en Cyanobacterias. 
 
Los péptidos no ribosomales, policétidos (NRPs y PKs, por sus siglas en inglés) y los 
híbridos de estos dos son bioactivos con estructuras químicas complejas. El aislamiento y 
estudio de estas moléculas han ampliado el conocimiento sobre sus efectos en los canales 
iónicos, los agentes antimicrobianos, los mecanismos de acción citotóxicos y es así como 
se ha permitido la introducción de este tipo de metabolitos como nuevos e innovadores 
productos beneficiosos y con un gran potencial farmacéutico (Gogineni & Hamann, 2018). 
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Las vías y los mecanismos por los cuales se sintetizan los metabolitos secundarios, PKs y 
NRPs, han sido en su mayoría estudiados a partir de la década del 2000 cuando se 
comenzó a secuenciar los genomas de las cianoprocariotas e identificar los genes 
implicados en la producción de los MS. Hasta el momento se conocen aproximadamente 
30 casos en los cuales se identificaron la totalidad de los genes encargados de esa 
biosíntesis. Esto es debido a que son pocos los genomas de cianoprocariotas 
secuenciados (alrededor de 100) y la gran mayoría de esas especies son organismos 
unicelulares que presentan una menor producción de metabolitos secundarios. De la 
misma forma, la manipulación genética de las cianoprocariotas es un proceso complicado 
(dada la complejidad de aislar Cyanobacterias en el laboratorio) que dificulta el 
descubrimiento de nuevos genes relacionados con la biosíntesis de metabolitos 
secundarios (Méjean & Ploux, 2013). 
 
Se conoce que las vías de producción de los NRPs y los PKs presentan patrones similares 
de síntesis (Barrios-Llerena et al., 2007). Los dos son producidos por enzimas que 
presentan grupos coordinados repetidos de sitios activos llamados módulos, y cada 
módulo está compuesto de varios dominios, como lo son el dominio Cetosintasa para la 
producción de PKs y el dominio de Adenilación para la producción de NRPs, y cada uno 
de estos dominios presentan diferentes actividades catalíticas (Shen et al., 2004). Ahora 
se reconoce que las enzimas productoras de estos metabolitos derivan de una 
interdigitación de genes que codifican enzimas biosintéticas implicadas en la unión de 
aminoácidos (NRPSs) y subunidades de acetato (PKSs) (Nunnery et al., 2010a). 
 
A continuación, se realizará una revisión del mecanismo de producción de los metabolitos 
secundarios (NRPS y PKS) a nivel general, y se hará una especificación en algunos 
metabolitos de los cuales ya se conoce su vía de síntesis para entender el funcionamiento 
de las enzimas modulares que se encargan de la síntesis y ensamblaje de estos productos. 
1.4.1 Péptidos no ribosomales 
Los NRPS, son péptidos sintetizados de forma no ribosomal, los cuales aparentemente 
constituyen la clase dominante de metabolitos bioactivos. Además se ha demostrado que 
estos productos naturales poseen una o más propiedades antibacterianas, antifúngicas, 
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antiprotozoarias y citotóxicas (Nagarajan et al., 2011; Walsh, 2007). Tan amplio como el 
espectro de las actividades biológicas es la diversidad estructural de estos péptidos, que 
son en su mayoría compuestos cíclicos con ramificaciones que contienen aminoácidos no 
proteinogénicos, pequeños anillos heterocíclicos y otras modificaciones inusuales en el 
esqueleto peptídico (Schwarzer et al., 2003). 
 
La producción de los NRPs está dada por enzimas multimodulares denominadas 
sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPSs), las cuales llevan a cabo un ensamblaje 
secuencial de varios pasos y modificación de los péptidos en un proceso de intercambio 
de subunidades catalíticas (Mootz et al., 2002). Los estudios bioquímicos y genéticos han 
revelado los principios clave de las síntesis de péptidos no ribosomales, así como las 
características estructurales de estos péptidos (Méjean & Ploux, 2013). 
 
Las NRPSs sintetizan péptidos, que como su nombre lo indica, no siguen las reglas básicas 
del dogma de la biología molecular (replicación, transcripción y traducción), en cambio son 
sintetizados por megasintetasas conformadas por varios módulos donde cada uno 
presenta una función particular en el ensamblaje de los componentes del nuevo péptido. 
Un módulo se define como una sección de la cadena polipeptídica del NRPSs que es 
responsable de la incorporación de un monómero a la cadena peptídica en crecimiento 
(Finking & Marahiel, 2004). Los productos de las NRPSs pueden presentar además de los 
20 aminoácidos proteinogénicos muchos otros de origen no proteico lo que les confiere 
características estructurales únicas tales como aminoácidos levógiros, cadenas de ácidos 
grasos unidas N-terminalmente, aminoácidos N- y C-metilados, residuos N-formilados, 
elementos heterocíclicos, ácidos y residuos fosforilados; y son estas modificaciones las 
que permiten tener una gran variedad de características biológicas a estos péptidos 
(Marahiel et al, 1997). 
 
En las NRPSs cada módulo presenta por lo menos tres dominios, los cuales son esenciales 
para la elongación de los péptidos. Los tres dominios que catalizan en conjunto las 
reacciones son: el dominio de adenilación (dominio A), el cual sirve para el reconocimiento 
y la activación del sustrato como un amino-acil adenilado. Un segundo dominio llamado, 
proteína portadora del peptidil (PCP, por sus siglas en inglés), que sirve como 
transportador y funciona como un sitio de unión a un cofactor a la que todos los sustratos 
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e intermedios de la línea de ensamblaje de los péptidos están unidos covalentemente. Por 
último, el tercer dominio es el de condensación (C) que tiene la función de catalizar la 
formación de los enlaces peptídicos entre dos intermedios unidos a PCP adyacentes. Por 
lo tanto, un módulo de alargamiento consta de tres dominios en el orden C-A-PCP (Moffitt 
& Neilan, 2001a; Shen et al., 2004). Cada uno de los módulos está encargado de 
incorporar un monómero a la cadena final. De esta manera, la especificad de cada uno de 
los módulos de síntesis refleja el péptido no ribosomal resultante (Figura 1-1). 
 
Figura 1-1: Diagrama que representa las reacciones secuenciales catalizadas por los 
principales dominios de las NRPSs durante las reacciones de elongación y terminación 
(Marahiel & Essen, 2009). 
 
 
Una cuarta unidad catalítica esencial de NRPSs es el dominio tioesterasa (TE) que está 
asociada con la liberación del producto. En contraste con los otros dominios de las NRPSs 
que se producen repetitivamente, los dominios TE solo están presentes una vez dentro de 
una línea de ensamblaje NRPS, estando unidos a un módulo de terminación en el orden 
C-A-PCP-TE. Por último, los módulos de las NRPSs pueden comprender dominios 
auxiliares para catalizar las modificaciones del sustrato, tales como epimerización en 
átomos de Ca (E), N-metilación (M), N-formilación (F) o heterociclación (Cy) de la cadena 
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principal peptídica, utilizando serina y cadenas laterales de treonina (Figura 1-2) 
(Ehrenreich et al., 2005). 
 
Figura 1-2: Diagrama de los dominios de reducción (R) y tioesterasa (Te) presentes en 
los módulos de las NRPSs. En la parte inferior se pueden observar algunos otros dominios 
que acompañan a los dominios principales en la producción de los péptidos no 
ribosomales, epimerización (E), oxidación (O), Metilación (M), formilación (F) y 
heterociclación (Cy) (Linne & Marahiel, 2004). 
 
 
Dominio de Adenilación (A) 
El dominio de adenilación (Figura 1-3) es el responsable de la selección de los 
aminoácidos que van a ser incorporados a la cadena final. Este dominio activa el sustrato 
carboxilo de los aminoácidos, dando como resultado un aminoacil adenilato mientras se 
consume ATP en el proceso (Finking & Marahiel, 2004). En la secuencia de los dominios 
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de adenilación se puede encontrar partes que no son muy conservadas y que presentan 
un papel importante en la escogencia del sustrato por parte de un dominio especifico. 
Gracias a esta especificidad por parte de un dominio de adenilación según su secuencia, 
se introdujo el llamado código ribosomal que permite la predicción de la selectividad del 
dominio (A) sobre la base de su secuencia primaria (Marahiel et al., 1999). 
 
Analizando la secuencia proteica del dominio se puede observar la presencia de 
determinados aminoácidos que participan activamente en la selección de la molécula que 
va a ser incorporada y activada. De este modo, conociendo este código no ribosomal se 
pueden realizar predicciones sobre cuál será́ el posible sustrato que se incorporará a la 
molécula (Marahiel et al., 1997). 
Dominio Transportador (PCP) 
El dominio transportador o portador de los péptidos (Peptidil Carrier Protein o PCP) 
pertenece a la superfamilia de los CP (Carrier Protein). Su función es la de aceptar el 
derivado aminoacídico unido covalentemente al cofactor 4’-fosfopanteteinil como un 
tioéster. 
 
Figura 1-3: Reacción realizada por cada uno de los tres dominios principales; a: 
adenilación (A), b: PCP, c: condensación (C). (Tomado de (Linne & Marahiel, 2004). 
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Dominio de Condensación (C) 
Es el responsable de la formación del enlace peptídico entre el sustrato y el péptido 
creciente. En concreto, este dominio cataliza el ataque nucleofílico del grupo amino del 
aminoácido activado uniéndolo a la molécula creciente (Del Cerro, 2015). En la Figura 1-4 
se puede observar el procedimiento que se lleva a cabo en un módulo con los tres dominios 
principales: A, PCP y C. 
 
Figura 1-4 Esquema en el que se observa el procedimiento de adición de un 
aminoácido a la cadena naciente. (Tomado de Finking & Marahiel, 2004). 
 
 
Al finalizar, la cadena peptídica es liberada del complejo enzimático gracias a la presencia 
del dominio TE en el último módulo, donde dependiendo de cómo se dé el ataque puede 
resultar en la formación de un producto macrocíclico, como en el caso de la Surfactina, o 
en un péptido lineal, como se ve en la estructura de la Piochelina (Figura 1-5) (Marahiel & 
Essen, 2009). 
 
Figura 1-5: Estructura molecular de las moléculas Surfactina, Pichelina y Ciclosporina 
A. Las cuales presentan estas estructuras gracias a la forma en la que se dio la terminación 
de su síntesis (Tomado del NCBI, 2018). 
 




Mecanismo de síntesis en las NRPSs 
En la Figura 1-6 se puede observar la síntesis de un péptido no ribosomal, llamado 
Bacitracina A. La Bacitracina A es un fármaco que funciona como antibiótico aislado de 
una bacteria, Bacillus subtilis. Es uno de los MS en el cual se ha descrito completamente 
el procedimiento de síntesis. Por esta razón, se explicará a continuación su síntesis para 
tener una descripción detallada de la creación de este tipo de compuestos. Como se 
describió anteriormente, la síntesis de NRPs presentan un patrón donde son protagonistas 
tres dominios, A, PCP y C y los cambios intermedios que se producen se dan por la 
presencia de otros dominios que catalizan estas modificaciones ocasionales. 
 
La síntesis de esta molécula comienza con la incorporación de un aminoácido, Isoleucina, 
en el primer dominio A del módulo 1, en este proceso se da un gasto de ATP. Luego se 
produce un enlace covalente entre el aminoácido incorporado y el dominio PCP. Seguido 
de este paso, el dominio C realiza el enlace peptídico entre los dos aminoácidos anclados 
en los dominios PCP adyacentes: en este enlace el aminoácido anclado en el módulo 1 
jugará como aminoácido electrófilo (aceptor) y el aminoácido nucleófilo (donador) se 
acomoda en el módulo 2. De esta manera, la molécula resultante quedará ubicado en el 
módulo 2 listo para realizar un nuevo enlace peptídico catalizado por un dominio C. Este 
ciclo, de adición de aminoácidos, unidos por medio de enlaces covalentes al transportador 
y producción de enlace peptídico se repite 11 veces más. Por último, el dominio TE suele 
liberar la proteína del complejo enzimático. En este caso el resultado final es un NRPs 
cíclico resultado del enlace realizado por el dominio TE entre el sexto aminoácido, Leucina, 
y el carboxilo terminal del último aminoácido adicionado (Linne & Marahiel, 2004). 
Marco Teórico 25 
 
Figura 1-6: Síntesis de la Bacitracina A, compuesto bioactivo perteneciente a la familia 
de los péptidos no ribosomales. la megasintasas encargada de realizar su síntesis 
comprende tres enzimas que en conjunto tiene 12 dominios. Este MS posee un total de 12 
aminoácidos, igual que el número de dominios A que presenta la enzima, ya que son estos 
dominios los que reconoce a los aminoácidos. (Tomado de Linne & Marahiel, 2004). 
 
1.4.2 Policétidos (PKs) 
Los PKs comprenden uno de los grupos de metabolitos secundarios más diversos que 
existen, presentan una alta complejidad estructural, un potencial biológico prominente y 
son sintetizados a partir de subunidades de acil-CoA (Figura 1-7) catalizadas por enzimas 
modulares llamadas policétidos sintasas (PKSs) (Aparicio et al., 2016). Muchos policétidos 
(PKs) se encuentran entre los metabolitos secundarios más importantes para sus 
aplicaciones en medicina, agricultura y la industria farmacéutica Los ejemplos incluyen 
medicamentos contra el cáncer (epotilona), antibióticos (eritromicina), insecticidas 
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Las Policétidos sintasas son estructural y funcionalmente análogas a las sintasas de ácidos 
grasos (FAS). La formación de los metabolitos se da por medio de la condensación de 
unidades acilo que dan como resultado la formación de v-cetoacil tioéster. Las demás 
reacciones conocidas en la síntesis de ácidos grasos son omitidas en la síntesis de 
policétidos, en cambio su ensamblaje se da por medio de ciclos donde un módulo es el 
encargado de adicionar un sustrato, acetil, a la nueva cadena. Este procedimiento es clave 
para obtener la gran diversidad estructural en este tipo de productos naturales (Fujii et al., 
2001). 
 
Al igual que las sintetasas peptídicas no ribosomales, las sintasas de policétidos son 
megaenzimas que sintetizan sus productos a través de módulos. El número de módulos 
determina el tamaño que va a presentar el péptido sintetizado. Además, cada módulo se 
compone de dominios especializados en una reacción lo que permite la formación del 
nuevo producto a través de la condensación y el procesamiento selectivo de un bloque de 
construcción de acil CoA (Ayala, 2017; Piasecki et al., 2011). 
 
En las PKSs existen tres dominios importantes que siempre están presentes en cada uno 
de los módulos. En cada módulo se realiza una reducción del grupo acilo y la cadena se 
elonga dos carbonos más. De esta manera, el dominio aciltransferasa (AT) se encarga de 
transportar un grupo acilo a la proteína transportadora de acilo (ACP). El dominio 
Cetosintasa (KS) dentro de cada módulo cataliza la formación de enlaces carbono-carbono 
entre un precursor de acilo y el derivado de metilmalonilo unido a la ACP (Barajas et al., 
2017). Existen dominios adicionales apropiados que seleccionan las unidades 
complementarias y aseguran el grado correcto de reducción de los intermediarios 
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resultantes. La biosíntesis inicia con el módulo de carga (dominios PCP y KS) y finaliza en 
un dominio tioesterasa (TE). En todos los ejemplos descubiertos hasta la fecha, los 
módulos de cualquier PKSs dada se encuentran en múltiples subunidades de proteínas; 
por ejemplo, la PKSs de la ritromicina, DEBS, contiene seis módulos distribuidos en tres 
subunidades de proteínas (Weissman, 2006). 
Dominios Cetosintasa (KS) y Proteína Transportadora de Acilo 
(ACP) 
El dominio KS es el encargado de catalizar la condensación descarboxilativa entre la 
cadena en crecimiento y la unidad de extensión (Figura 1-8), produciendo la formación del 
intermedio β-cetoacil-tioester-ACP (Yuzawa et al., 2012). Al igual que las NRPSs, las PKs 
tienen una proteína transportadora que sirve de facilitadora para realizar la catálisis que se 
da en los dominios Cetosintasas, en este caso el dominio ACP, proteína transportadora de 
acilo (Piasecki et al., 2011). 
Dominio Aciltransferasa (AT)  
Es el responsable de seleccionar las unidades iniciadoras basadas en CoA que forman la 
cadena principal del policétidos. Los dominios AT presentan especificidad por alguno de 
los grupos CoA, lo cual depende de la secuencia conservada que presenten estos 
dominios (Wagner et al., 2017). Los grupos acilos más comunes utilizados en la síntesis 
de los policétidos son el malonil y el metilmalonil. Para los dominios con selectividad por el 
malonil la secuencia consenso es HAFH y para el grupo malonil la secuencia consenso es 
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Figura 1-8: Mecanismo de síntesis que sucede en un módulo de una PKSs. Se puede 
observar la presencia de los tres dominios principales y de otro dominio accesorio, KR, 
encargado de realizar la reducción de la molécula en el paso 3. (Tomado de Kapur et al., 
2010) 
 
La 6-Deoxieritronolida B es un policétido producido por la enzima Deoxieritronolida-B 
Sintasa (Figura 1-9) que sigue el siguiente proceso de ensamblaje: se escoge al grupo 
acilo, malonil CoA, por parte de la AT, luego es transferido a la ACP. Una vez que la cadena 
naciente se encuentra en el dominio transportador se produce un enlace C-S entre el grupo 
acilo y el dominio KS, en esta reacción la molécula en construcción es traspasado al 
dominio Cetosintasa (KS). Luego el dominio AT se acila con una nueva unidad, que servirá 
para extender la molécula naciente, que es transferida después al ACP que se encuentra 
corriente abajo. 
 
A continuación, se produce la condensación de descarboxilación en el sitio activo de KS. 
Este ciclo se repite varias veces según el número de dominios AT que haya en la 
megaenzima, para el caso de la Deoxieritronolida-B Sintasa hay tres enzimas que en total 
tienen 7 módulos. Al finalizar el ensamblaje en el último módulo, la molécula recién 
sintetizada es liberada gracias a la presencia de un domino TE. En esta enzima, 
específicamente se realizó una ciclación (Weissman, 2006). Por último, existen otros tipos 
de modificaciones que se dan en los pasos intermedios con la ayuda de otros dominios. 
En el caso de la síntesis de la 6-Deoxieritronolida, existe tres dominios: el cetoreductasa 
(KR), la dehidratasa (DH) y la enoilreductasa (ER). Estas enzimas actúan sobre el 
compuesto que se está formando después de cada condensación: KR usa NADPH para 
reducirlo estereoespecíficamente a un grupo hidroxilo, DH elimina el grupo hidroxilo para 
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crear un enlace doble, y ER usa NADPH para reducir el doble enlace (Keatinge-Clay & 
Stroud, 2006). 
 
Figura 1-9: Síntesis de la 6-Deoxieritronolida B, Policétidos que presenta un total de 6 
grupos acilos. La enzima encargada de realizar su elaboración está conformada por tres 
megaenzimas, y un total de 7 módulos, un módulo de iniciación, 5 módulos de elongación 
y un módulo de terminación. (Tomado de Barajas et al., 2017). 
 
 
1.4.3 Híbridos NRPS/PKS 
Existen diferentes tipos de metabolitos secundarios que presentan características hibridas 
entre NRPs y PKSs. Este tipo de compuestos se presentan debido a que sus vías de 
síntesis tienen procesos de ensamblajes similares y en algunos casos los genes 
involucrados en la producción de cada uno de ellos se encuentran combinados en clústeres 
de genes. Uno de los detalles más interesantes de este tipo de clústeres es el hecho de 
que cada vez que la línea de ensamblaje cambia de PKS a NRPS o viceversa, la cadena 
creciente debe ir cambiando de PKS a NRPS o de NRPS a PKS, produciéndose estos 
saltos mediante reacciones de condensación distintas. Existen algunos compuestos como 
las lyngbyatoxinas A-C, las hectoclorina y barbamidas que presentan este tipo de síntesis 
y se ha observado que la mayoría de los mecanismos biosintéticos son exclusivos de las 
cianoprocariotas y rara vez se describen en otros organismos. Este tipo de clústeres se 
caracterizan por presentar un gran tamaño llegando incluso a sobrepasar un tamaño de 
100 kb (Del Cerro, 2015). 
30 Potencial biotecnológico de Cianoprocariotas provenientes de Islas del Rosario, 
Colombia. 
 
1.4.4 Metabolitos de tipo NRPs y PKS extraídos de 
Cianoprocariotas. 
A continuación, se presentan algunos de los metabolitos secundarios que son péptidos no 
ribosomales, policétidos o híbridos entre los dos que han sido asilados de cianoabcterias 
Tabla 1-5. 
 
Tabla 1-5: Compuestos extraídos de Cyanobacterias que son sintetizados por las vías 






Apratoxina Lyngbya bouillonii PK/NRPS (Méjean & Ploux, 2013) 
Apratoxinas Lyngbya majuscula PKS/NRPS (Engene et al., 2013) 
Barbamida Lyngbya majuscula PKS/NRPS (Jones et al., 2010) 




NRPS (Nunnery et al., 2010a) 
Credneramidas Trichodesmiumsp NRPS (Engene et al., 2013) 
Cryptophycina Nostoc sp. PKS/NRPS (Jones et al., 2010) 
Curacinas Lyngbya majuscula PKS/NRPS (Jones et al., 2010) 
Cyanobactinas Prochloron didemnii PKS (Ehrenreich et al., 2005) 
Dragonamidas Lyngbya majuscula NRPS (Engene et al., 2013) 
Hectochlorina Lyngbya majuscula PKS/NRPS (Jones et al., 2010) 
Hoiamidas  PKS/NRPS (Nunnery et al., 2010a) 
Jamaicamidas Lyngbya majuscula PKS/NRPS (Jones et al., 2010) 
Lyngbyatoxina Lyngbya majuscula 
NRPS con 
modificacion 
(Jones et al., 2010) 
Pitipeptolida Lyngbya majuscula NRPS (Engene et al., 2013) 




PKS/NRPS (Kehr et al., 2011) 
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1.5 Cyanobacterias reportadas para Colombia 
En el caribe colombiano se han realizado pocos estudios sobre la composición de 
Cyanobacterias marinas. Hasta la fecha se han reportado alrededor de 39 especies; de las 
cuales, 14 han sido reportadas en zonas arrecifales de Islas del Rosario (Tabla 1-6). Otros 
estudios han sido hechos en la reserva de biosfera Seaflower, ubicada en el archipiélago 
de San Andrés, Providencia y Santa Catalina de donde provienen el mayor número de 
reportes de Cyanobacterias. 
 
Las especies de Cyanobacterias reportadas en Colombia han sido, en su mayoría, 
determinadas taxonómicamente a través de caracteres morfológicos y basados en las 
descripciones del libro “Süsswasserflora von mitteleuropa” de Komarek & Anagnostidis 
(1999, 2005). En la actualidad, la determinación de las Cyanobacterias ha girado en torno 
a un enfoque polifásico donde, adicional a las descripciones morfométricas, se tienen en 
cuenta los alineamientos obtenidos de la secuenciación de marcadores moleculares, como 
es el caso del gen 16S rRNA. En Colombia, este tipo de metodologías para la clasificación 
de especies de Cyanobacterias no ha sido muy utilizada y sólo se conocen pocos reportes 
donde se ha implementado (Cano, 2018; Prato, 2013). 
 
Es importante tener en cuenta que trabajos recientes han demostrado que muchos géneros 
de Cyanobacterias son polifiléticos, esto debido a que los caracteres morfológicos y 
morfométricos que han sido utilizados tradicionalmente para la clasificación son 
insuficientes para determinar la especie a la que pertenece un morfotipo; además, las 
bacterias pueden cambiar su morfología cuando son puestos en laboratorios de cultivos 
(Engene et al., 2010; Mareš, 2018). 
 
Un ejemplo claro sucede con el género Lyngbya. Este género ha sido reportado como un 
grupo rico en metabolitos secundarios, del cual se han reportado la gran mayoría de 
metabolitos extraídos de Cyanophytas(van Apeldoorn et al., 2007); sin embargo, este 
género ha sido identificado como un grupo polifilético (Komarek et al., 2014), lo que 
posiblemente ha generado que muchos metabolitos secundarios no hayan sido aislados 
de este grupo sino de un grupo similar. Estudios filogenéticos han determinado que varias 
especies agrupadas en este género forman un grupo monofilético aparte, que fue 
denominado como el género Moorea (Xue et al., 2018). Después de determinar este grupo, 
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varios de los metabolitos atribuidos al género Lyngbya son ahora adjudicados al género 
Moorea. Este es una clara muestra de la importancia de realizar una clasificación 
taxonómica precisa, ya que a medida que los grupos de Cyanobacterias sean examinados 
y clasificados como grupo monofiléticos, el número de especies de Cyanobacterias 
productores de metabolitos secundarios aislados aumentará. 
 
Tabla 1-6: Especies de Cyanobacterias marinas reportadas para Colombia. *Cada una 
de las especies reportadas en Islas del Rosario, Colombia. 
 
ESPECIE BIBLIOGRAFÍA 
Blennothrix glutinosa* (Prato, 2013) 
Brachytrichia quoyi* (Reyes et al., 2013) 
Calothrix aeruginea (Gavio et al., 2015) 
Calothrix confervicola* (Reyes et al., 2013) 
Calothrix crustacea* (Díaz & Díaz, 2003) 
Heteroleibleinia epiphytica (Gavio et al., 2015) 
Hormothamnion 
enteromorphoides 
(Díaz & Díaz, 2003) 
Leibleinia epiphytica (Gavio et al., 2015) 
Leptolyngbya sp. (Cano, 2018) 
Lyngbya aestuarii (Díaz & Díaz, 2003) 
Lyngbya confervoides (Gavio, 2015; Prato, 2013) 
Lyngbya lutea (Díaz & Díaz, 2003) 
Lyngbya majuscula* (Díaz & Díaz, 2003; Prato, 2013) 
Lyngbya penicilliformis (Reyes et al., 2013) 
Lyngbya sordida (Prato, 2013) 
Microcoleus lyngbyaceus (Díaz & Bula, 1997) 
Microcystis dimidiata (Díaz & Díaz, 2003) 
Moorea producens (Díaz & Díaz, 2003; Gavio, 2015) 
Oscillatoria submembranacea (Díaz & Bula, 1997) 
Oscillatoria lutea (Diaz & Bula, 1997) 
Oscillatoria margaritifera* (Prato, 2013) 
Marco Teórico 33 
 
ESPECIE BIBLIOGRAFÍA 
Oscillatoria nigroviridis* (Prato, 2013) 
Oscilatoria acuminata* (Prato, 2013) 
Oxynema acuminatum (Gavio et al., 2015) 
Phormidium cf. dimorphum (Gavio et al., 2015) 
Phormidium crassior (Gavio et al., 2015) 
Phormidium corallyticum* (Díaz & Díaz, 2003) 
Phormidium dimorphum (Reyes et al., 2013) 
Phormidium gracile (Prato, 2013) 
Phormidium hendersonii* (Díaz & Bula, 1997; Díaz & Díaz, 2003) 
Phormidium roseum (Reyes et al., 2013) 
Phormidium 
submembranaceum* 
(Díaz & Díaz, 2003; Prato, 2013) 
Porphyrosiphon notarsii (Díaz & Díaz, 2003) 
Schizothrix calcicola (Díaz & Díaz, 2003) 
Schizothrix mexicana* (Díaz & Bula, 1997; Díaz & Díaz, 2003) 
Schizothrix tenerrina (Díaz & Díaz, 2003) 
Spirulina meneghiniana (Gavio et al., 2015) 
Spirulina subsala* (Díaz & Díaz, 2003; Prato, 2013) 
Symploca hidmoides* (Prato, 2013) 
Synechococcus sp. (Cano, 2018) 
Scytonema hofman-bangii (Díaz & Díaz, 2003) 
Stanieria sp. (Cano, 2018) 
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2. Aislamiento e identificación taxonómica de 
Cyanobacterias de Islas del Rosario, 
Colombia. 
2.1 Introducción 
La gran variabilidad morfológica y metabólica de las cianoprocariotas las han convertido 
en un grupo de particular interés en la industria biotecnológica (Al-Haj et al., 2016; 
Christiansen et al., 2001; Dahms et al., 2006). Estos organismos se encuentran dispersos 
en un sinfín de habitas muy contrastantes entre si, por ejemplo, glaciares, desiertos, 
fuentes termales y lagos hipersalinos (Paerl, 2002; Rastogi & Sinha, 2009). Asimismo, 
gracias a esta diversidad metabólica pueden resistir ambientes hostiles y ser exitosos. Por 
esto, en los últimos años las Cyanobacterias han sido exploradas como fuentes adecuadas 
de compuestos con actividad metabólica. 
 
En la búsqueda de fuentes de compuestos bioactivos en los últimos años han sido 
estudiados los organismos marinos. A la fecha, alrededor de 28.000 compuestos con 
actividad biológica han sido aislados de estos organismos (El Samak et al., 2018). Es por 
esta razón, sumado a la gran plasticidad metabólica que las Cyanobacterias marinas son 
una fuente potencial de metabolitos secundarios de útil provecho en la industria 
farmacéutica y agrícola. 
 
El estudio de las Cyanobacterias marinas en años anteriores estaba restringido al 
conocimiento de la diversidad taxonómica, su fisiología y anatomía (Galhano et al., 2011). 
Los estudios filogenéticos y biotecnológicos estaban enfocados al estudio de los 
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afloramientos y las alarmas que presentaban para los ecosistemas involucrados; así como 
en el posible riesgo para la salud humana (Geoffrey, 2000; Neilan et al., 1999; Paerl et al., 
2008). En años recientes, el número de metabolitos extraídos como compuestos bioactivos 
ha aumentado gracias al interés por encontrar nuevas fuentes antimicrobianas, 
antifúngicas o inclusive metabolitos con actividad anticancerígena, por lo que, proyectos 
enfocados en la bioprospección de estos organismos han venido en aumento (Dahms 
et al., 2006; Gemma et al., 2016). 
 
Ante el auge evidente en la investigación de las Cyanobacterias se ha visto la necesidad 
de aumentar los estudios que permitan manipular, mantener y conservar las 
Cyanobacterias a escala de laboratorio. Igualmente, se requiere realizar aislamientos de 
las especies de Cyanobacterias para que los estudios en bioprospección sean realizados 
específicamente en cada una de las especies recolectadas y se conozca directamente en 
que organismo se presenta el metabolito secundario. Muchos estudios en biotecnología se 
han concentrado en realizar extractos biológicos a partir de las muestras recolectadas en 
campo o de los consorcios (todas las especies de Cyanobacterias que se encuentran en 
un tapete biológico) sin tener en cuenta en cuál de las especies presentes en el 
aglomerado se encuentra el metabolito. Esto último, no permite que se realice una 
extracción directa de un compuesto, puesto que, no se conoce la especie encargada de 
producir el metabolito. Por lo anterior, es importante obtener organismos aislados y 
conservados en el laboratorio para su estudio individual. De esta manera, se puede 
conocer que potencial presenta cada uno de ellos. Además, el estudio de los cultivos 
unialgales de Cyanobacterias permiten tener un mayor conocimiento de las características 
intrínsecas de cada una de las especies aisladas. 
 
Una de las razones por la cual la mayoría de los estudios con metabolitos secundarios se 
realizan con consorcios y no con cultivos de Cyanobacterias unialgales o axénicos, es la 
dificultad de cultivar estos organismos (Jonte et al., 2013). Las Cyanobacterias exhiben 
características de bacterias Gram Negativas, las cuales presentan dificultad para ser 
aisladas y producir biomasa en condiciones controladas (Bayona, 2014). Además, una 
gran cantidad de Cyanobacterias no son cultivables en condiciones de laboratorio por lo 
que el potencial se ve reducido debido a estos limitantes (Montalvão et al., 2016; Tandon 
et al., 2014). 





Sin embargo, existen varios géneros y especies de Cyanobacterias cultivables que pueden 
presentar características de interés biológico y es a través del mantenimiento in vitro que 
se pueden conocer los alcances fisiológicos, químicos y genómicos que tienen los 
organismos (Méjean & Ploux, 2013). Asimismo, a partir del aislamiento y la conservación 
que se realice de los cultivos microbiológicos se pueden lograr con más éxito el desarrollo 
de nuevos productos biotecnológicos (Scholz & Liebezeit, 2006). 
 
Por esta razón en este trabajo se realizó el proceso de aislamiento y conservación en dos 
medios de cultivos, swBG11 y swASNIII, anteriormente reconocidos en un estudio 
realizado en el Laboratorio de Cultivo de Algas (Cano, 2018) como los mejores medios 
para realizar aislamientos de Cyanobacterias marinas tropicales. Adicionalmente, se 
realizó la identificación taxonómica teniendo en cuenta tanto caracteres morfológicos como 
moleculares. 
2.2 Materiales y Métodos 
2.2.1 Área de estudio 
El presente trabajo se realizó en el archipiélago de las Islas del Rosario, ubicadas dentro 
del archipiélago de Nuestra Señora del Rosario que pertenece al Parque Nacional Natural 
Corales del Rosario y San Bernardo, localizado al frente del litoral costero de los 
departamentos de Bolívar y Sucre. El parque cuenta con una extensión total de 120.000 
km2 que hacen parte del Distrito Turístico y Cultural de Cartagena de Indias. El archipiélago 
de Islas del Rosario comprende 30 islas, cayos e islotes de origen volcánico y presenta la 
formación coralina más extensa, desarrollada y diversa de la plataforma continental 
colombiana (Prato, 2013). Se encuentra ubicado a 54 km del sur de la bahía de Cartagena. 
El área se halla dentro de la zona de convergencia intertropical donde está expuesta a los 
vientos procedentes del noreste y sureste. El promedio anual de la temperatura superficial 
del mar es de 27,5 º C, con un patrón de lluvia bimodal (Alvarado & Corchuelo, 1992).  
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2.2.2 Recolección de las muestras 
Las muestras utilizadas fueron recolectadas en el marco del proyecto: Cultivo de 
Cyanobacterias y Actinobacterias marinas: una nueva aproximación para el control de 
insectos y fitopatógenos, financiado por Colciencias. Los muestreos se realizaron en el 
archipiélago de las Islas del Rosario, en jurisdicción del distrito turístico y cultural de 
Cartagena de Indias (Departamento de Bolívar, Colombia). Específicamente, la 
recolección se realizó al norte de Isla Grande en la barrera coralina del norte, en el lugar 
conocido como Ministerio (10°11’06’’ N 75°43’55’’ W) (Figura 2-1). Todas las extracciones 
se llevaron a cabo a una profundidad entre 7 y 10 m. Las muestras se extrajeron mediante 
buceo autónomo llevado a cabo en el mes de junio del 2016. Las Cyanobacterias se 
extrajeron por medio del desprendimiento de los tapetes que se encontraron en la 
superficie de los corales, en el fondo o creciendo sobre rocas. Estos tapetes presentan una 
mezcla de varias especies y géneros de Cyanobacterias. 
2.2.3 Aclimatación de los cultivos microbianos 
Las muestras fueron transportadas a la ciudad de Bogotá para realizar los diferentes 
ensayos de aislamiento, purificación y conservación in vitro. En la ciudad de Bogotá fueron 
almacenadas en el laboratorio de Cultivo de Algas del Departamento de Biología de la 
Universidad Nacional de Colombia. Se depositaron en medio de cultivo BG11 enriquecido 
con sal marina (swBG11), después de realizar un lavado con agua de mar artificial (3,5% 
sal marina) el cual se llevó a cabo en condiciones de asepsia. A los tres meses de 
almacenadas se les cambió el medio de cultivo para posteriormente realizar los procesos 
de purificación, asilamiento y conservación. La observación de las muestras se llevó́ a cabo 
en un microscopio óptico Olympus CX31. En el laboratorio, las muestras fueron expuestas 
a un cambio de medio que se realizó mensualmente para prevenir su descomposición.  
2.2.4 Preparación de medios de cultivos 
Para las técnicas de aislamiento, purificación y conservación in vitro se utilizaron los 
medios de cultivo swBG11 y ASNIII (también con sal marina, desde ahora swASNIII). La 
sal marina adicionada se utilizó con el fin de simular las condiciones ambientales originales 
que tenían los organismos. Se siguió la metodología utilizada por Andersen, 2004 con 
algunas modificaciones hechas por Cano, 2018. Normalmente la concentración de sal 




utilizada para representar las condiciones de salinidad de los ambientes marinos es de 33 
g/L, para estos experimentos se tomó la concentración de 25 g/L como estándar (Tabla 
2-1). 
 
Figura 2-1: Sitio de muestreo Ministerio en la Isla Grade de Islas del Rosario, Colombia. 
(Fotos satelitales tomadas de Google Earth, 2019). 
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Adicionalmente para el medio swASNIII se realizó una modificación en la forma que se 
añaden los nutrientes, debido a la precipitación que se presentaba al prepararlo. 
Normalmente para realizar el medio se realiza una adición de todos los nutrientes y luego 
el medio se esteriliza, en este paso se estaba produciendo la precipitación, por lo que se 
optó por realizar una esterilización separada de 5 nutrientes (MgCl2, CaCl2, MgSO4, NaNO3 
y KCl). Esta modificación se realizó a lo contenido en el libro de técnicas de cultivo 
(Andersen, 2004) donde se presenta la preparación del medio y su posterior esterilización 
(Tabla 2-2). 
 
Tabla 2-1: Medio swBG11. La elaboración de la solución de minerales traza A-1 se 
adicionan las cantidades aquí expresadas a un litro de agua destilada, y de este stock se 
utilizó un mililitro para la preparación del medio. Enriquecido con Vitamina 12.  
 
Medio swBG11 
Componente Concentración (M) 
NaNO3 1,76 * 10-2 
Sal Marina 0,43 
Nutrientes 
MgSO4·7H2O  1,76 * 10-2 
K2HPO4·3H2O  1,75 * 10-4 
CaCl2·2H2O 2,45 * 10-4 
Na2EDTA·2H2O  8,37 * 10-6 
Na2CO3   1,89 * 10-4 
Ácido Cítrico  3,12 * 10-5 
Citrato de Amonio Férrico  ~3 * 10-5 
Solución Traza de micronutrientes A-1 
H3BO3 4,63 * 10-5 
MnCl2·4H2O 9,15 * 10-6 
ZnSO4·7H2O 7,65 * 10-7 
NaMoO4·2H2O 3,16 * 10-7 
CuSO4·5H2O 1,61 * 10-6 
Co(NO3)2·6H2O 1,70 * 10-7 




Tabla 2-2: Medio swASNIII. En su preparación tradicional se realiza una adición de 
todos los componentes en un litro de agua, aquí se realiza la esterilización de 5 nutrientes 
por separado. Para la elaboración de la solución de minerales traza A-5 se adicionan los 
metales a las concentraciones aquí expresadas. Luego, del stock preparado se utiliza 1 ml 
para la preparación del medio. 
 
Medio swASNIII 
Componente Concentración (M) 
Sal marina 0,43 
Soluciones independientes 
MgSO4·7H2O 1,42 * 10-2 
MgCl2·6H2O 9,84 * 10-3 
NaNO3 8,82 * 10-3 
KCl 6,71 * 10-3 
CaCl2·2H2O 3,40 * 10-3 
Soluciones obtenidas a partir del medio BG11 
K2HPO4·3H2O 8,82 * 10-3 
Na2CO3 2,41 * 10-4 
Ácido Cítrico 1,56 * 10-5 
Citrato de Amonio Férrico ~9 * 10-6 
Mg EDTA 1,59 * 10-6 
Vitamina B12 7,39 * 10-9 
Solución Traza micronutrientes A-5 
H3BO3 4,60 * 10-5 
MnCl2·4H2O 9,14 * 10-6 
ZnSO4·7H2O 7,72 * 10-7 
NaMoO4·2H2O 1,61 * 10-3 
CuSO4·5H2O 3,16 * 10-7 
Co(NO3)2·6H2O 1,70 * 10-7 




Luego de realizar la aclimatización de los consorcios traídos de Islas del Rosario, cada 
consorcio fue depositado en un erlenmeyer de 500 ml con 300 ml de medio swBG11, que 
se mantuvieron en un ambiente con temperatura de 23°C +/- 2°C, intensidad lumínica de 
30 µmoles m-2 s-1 y fotoperiodo de 12:12 h. De cada una de las botellas se tomó una mota 
o filamento por cada morfotipo presente. Después de seleccionar los morfotipos presentes 
en cada uno de los elermeyers se procedió a realizar la respectiva siembra. Estas siembras 
se realizaron en medio swBG11 sólido y líquido. Asimismo, algunos cultivos obtenidos 
posteriormente se sembraron en medio swASNIII. Se hicieron revisiones macroscópicas y 
microscópicas para observar si hubo crecimiento. El crecimiento se observó teniendo en 
cuenta si en el cultivo se presentaba presencia de la Cyanobacteria cultivada a través del 
color o por visualización de filamentos o células en el microscopio. Las siembras en sólido 
se realizaron por la técnica del rayado en agar y las siembras en líquido por la técnica de 
agotamiento. 
Siembra por la técnica de rayado en agar 
La técnica utilizada para las siembras en sólido fue el rayado en agar por agotamiento. 
Para este procedimiento se produjo la fijación de los medios nutritivos swBG11 y swASNIII 
en cajas de Petri solidificado con agar al 1%. Una vez que el medio en las cajas de Petri 
se solidifica se realiza el rayado de la muestra de interés (Figura 2-2). Este procedimiento 
se realizó siempre en condiciones de asepsia. Al cabo de 15 días, los cultivos que 
evidenciaron crecimiento se les realizó observaciones tanto macroscópicas como 
microscópicas y se repicaron en medios nutritivos nuevos. Este procedimiento se repitió 













Figura 2-2: Siembras realizadas en medios swBG11 y swASNIII sólidos para el 
aislamiento de cianoprocariotas. En las gráficas a y c. se observan los repiques iniciales. 
Las gráficas b y d. corresponden a repiques intermedios donde se observa un crecimiento 
de las Cyanobacterias. - c. y f. corresponden a dos de las cepas obtenidas por este método 
donde se observa que las cepas se encuentran aisladas y con un buen crecimiento. 
 
 
Siembra en medios swBG11 y swASNIII líquidos 
El cultivo en líquido se realizó usando dos tipos de recipientes. En el primer caso, se 
utilizaron tubos de vidrio de 10 ml llenándolos con medio líquido swBG11. Luego se realizó 
la adición de cada mota o filamento presente en cada erlenmeyer. El filamento o muestra 
correspondía a cada uno de los morfotipos observados en las muestras iniciales. Los 
segundos recipientes usados para realizar la siembra en líquido fueron botellas de vidrio 
con capacidad de 250 ml de medio. En estas botellas se siguió el procedimiento realizado 
en las técnicas anteriores, adición de la nata o el filamento que representaba a un único 
morfotipo observado. Las siembras en botellas de 250 ml se realizaron en las cepas que 
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sobrevivieron al cuarto repique en medio sólido. Cada semana se observaba si había 
crecimiento en los tubos o botellas. Este crecimiento se observaba con el aumento de la 
biomasa en el interior de cada recipiente y realizando observaciones microscópicas donde 
se percibía si había o no presencia de filamentos o células Cyanobacteriales (Figura 2-3). 
Los cultivos fueron expuestos a un flujo de aire y las condiciones de cultivo fueron idénticas 
a las expuestas inicialmente. 
 
Cada una de las cepas aislada y purificada fueron incluidas en el cepario de microalgas y 
Cyanobacterias del Laboratorio de Cultivo de Algas de la Universidad Nacional de 
Colombia. 
2.2.6 Identificación morfológica 
La determinación taxonómica se hizo mediante observación microscópica (microscopio 
óptico Olympus CX31) y se identificaron de acuerdo a la revisión taxonómica realizada por 















Figura 2-3: Cultivos de Cyanobacterias aislados. Los cultivos fueron expuestos a 
aireación y fotoperiodo para producción de biomasa. 
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2.2.7 Identificación molecular 
Amplificación por medio de PCR 
Se utilizó 200 mg de biomasa húmeda para realizar la extracción de ADN genómico de 
cada una de las muestras. El ADN se extrajo usando el kit comercial Quick-gDNA TM 
MiniPrep (ZYMO Research Corp., Irvine, Estados Unidos) con algunas modificaciones 
ajustadas en experimentos previos en el laboratorio de Cultivos de Algas de la Universidad 
Nacional. 
 
Para la identificación molecular se utilizó como marcador el gen bacteriano 16S de la 
unidad pequeña del ribosoma. Esta amplificación se realizó con dos cebadores 
intermedios, el CYA 106F y el CYA781R. En algunos casos se utilizó un primer forward 
diferente, el CYA 359F, en los dos casos las secuencias obtenidas no sobrepasan las 700 
pb. Los cebadores utilizados fueron; el CYA106F (CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA), 
una combinación de los dos cebadores reverse CYA781 a y b 
(GACTAC(T/A)GGGGTATCTAATCCC(A/T)TT) y el CYA359 
(GGGGAAT(C/T)TTCCGCAATGGG) (Núbel, Ferran, & Gerard, 1997). Todas las 
reacciones se realizaron en un termociclador MyCyclerTM (Bio-Rad laboratorios Inc., 
Hercules, CA, EE.UU.) en alícuotas de 20 µl que contenía 10 µl de PCR mix – 100 2X 
(Corpogen, Colombia), 1 µl de cebador F, 1 µl de cebador R (cada cebador a una 
concentración de 10 µM), 0,5 µl de ADN y agua grado biología molecular hasta un volumen 
final de 20 µl. Los perfiles de PCR incluyeron una desnaturalización inicial a 94ºC durante 
4 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94ºC durante 30 s, 53ºC por 30 s y 72ºC durante 45 s, 
y una extensión final a 72ºC durante 6 minutos. La limpieza de los productos de PCR se 
realizaron con acetato de amonio a una concentración de 2 M y etanol al 95%. Tanto las 
PCR como los productos limpios fueron visualizados en gel de agarosa al 1,5% con TAE 
al 1%. La electroforesis se corrió por aproximadamente una hora con voltaje de 100 V. 
Finalmente, se observó el resultado en un documentador de geles (Gel Doc™ XR+, 
BioRad). 




Secuenciación y alineamiento de secuencias 
Los productos purificados de PCR fueron enviados a una casa comercial (SSigMOL, 
Instituto de Genética, Universidad Nacional, Colombia) para el respectivo secuenciamiento 
del gen ribosomal 16S. El número de bases de los amplicones fue de 675 pb. El 
secuenciamiento se ejecutó siguiendo las indicaciones de la casa comercial; las 
concentraciones indicadas por la casa comercial para la secuenciación de genes de ese 
tamaño son de 7 ng/µl. Por último, cabe resaltar que la secuencia se realizó por el método 
de Sanger utilizando el primer 106F. Las secuencias se editaron usando el programa 
Sequencher 5.1 (Gene Code Corporation, 2017). Las comparaciones de secuencias se 
llevaron a cabo utilizando las bases de datos BLAST, curada (RefSeq) y no curada, del 
centro nacional de información biotecnológica (NCBI). 
2.3 Resultados 
Los consorcios de Cyanobacterias se recolectaron de especímenes que crecían sobre 
diferentes corales o arena coralina. En total, fueron recolectadas 18 muestras de 
asociaciones de Cyanobacterias que posteriormente se trasladaron a la ciudad de Bogotá 
para su conservación. 
2.3.1 Aislamientos 
En el proceso de aclimatización se observaron signos de muerte celular en los consorcios 
tales como: reducción de la biomasa, desaparición de la totalidad de la muestra, 
observación de arena únicamente en el erlenmeyer y despigmentación de las natas 
presentes en las muestras. Una vez que se realizó el recambio de medios y que las 
muestras se encontraban climatizadas a las condiciones del laboratorio, se observó 
crecimiento de las Cyanobacterias. Como parte de este crecimiento, se observó la 
formación de biopeliculas sobre el fondo del recipiente, en concordancia con su hábito de 
vida bentónico. 
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Aislamientos obtenidos en medio sólido 
En el proceso de purificación, se realizó la siembra de 36 morfotipos. Una vez se realizó la 
siembra inicial se hicieron repiques mensuales hasta obtener una muestra unialgal o hasta 
donde se evidenciará la muerte del sembrado. 
 
En la Tabla 2-3 se observan las siembras realizadas a partir de los morfotipos encontrados 
en las muestras ya adaptadas. La mayoría de las muestras se hicieron por duplicado o 
triplicado, exceptuando a las muestras 1, 5, 14 y 18, las cuales no presentaron tapete ni 
presencia de bloom, por lo que no se les realizó sembrado. Finalmente, al cabo de 10 
repiques se obtuvo el crecimiento de seis cepas unialgales de Cyanobacterias, los 
morfotipos 11, 13, 14, 18, 33 y 35. Cabe resaltar que, en el repique cuatro algunas 
muestras no presentaban un crecimiento optimo, por lo que se decidió realizar un repique 
en medio swASNIII. A través de este medio, el swASNIII, se logró realizar el aislamiento 
de dos morfotipos adicionales, el 12, y el 17, de un total de nueve muestras repicadas. 
Adicional, de la muestra 11, se aisló una microalga verde (Chloropyta) encontrada en los 
cultivos del morfotipo 25. 
 
Tabla 2-3: Aislamientos realizados en medios swBG11 y swASNIII sólidos. Se puede 
observar el número de muestras que se trajeron del sitio de muestreo (18). También, los 
morfotipos presentes en cada una de las muestras (35 en total). La columna tres hace 
referencia a la supervivencia del morfotipo en cultivo (cepa) o la muerte de la cepa y en 





Morfotipo Supervivencia 10 repiques Observaciones 
Obtención 
de cepa 
1 1 - 
No había motas o filamentos de 




2 Muerte R4 Sobrevivió hasta la R4 donde la muestra se descompuso NO 
3 Muerte R2 - NO 
4 Muerte R2 - NO 
3 5 Muerte R5 
Repique en medio Sólido 
swASNIII en el cuarto repique 
(swASNIII R4). Se realizó 
NO 







Morfotipo Supervivencia 10 repiques Observaciones 
Obtención 
de cepa 
aislamiento en medio swBG11 
líquido.  
6 Muerte R1 - NO 
4 
7 Muerte R2 - NO 
8 Muerte R9 
Se realizó siembra swASNIII en el 
repique 4 (swASNIII R4). Se 
realizó aislamiento en medio 
swBG11 líquido. 
NO 
5 9 - Igual que la muestra 1. NO 
6 
11 Sobrevivió - SÍ 
12 Muerte R5 
swASNIII R4, La siembra que 
sobrevivió fue la cepa sembrada 
en el medio swASNIII. La cepa 
sembrada en swBG11 no 
sobrevivió. Se realizó aislamiento 
en medio swBG11 líquido. 
SÍ 
13 Sobrevivió - SÍ 
14 Sobrevivió - SÍ 
7 
15 Muerte R4 - NO 
16 Muerte R2 Se realizó aislamiento en medio swBG11 líquido. NO 
17 Muerte R5 
swASNIII R4. La siembra que 
sobrevivió fue la cepa sembrada 
en el medio swASNIII. La cepa 




18 Sobrevivió - SÍ 
19 Muerte R1 - NO 
9 
20 Muerte R3 - NO 
21 Muerte R2 - NO 
10 
22 Muerte R1 - NO 
23 Muerte R2 Se realizó aislamiento en medio swBG11 líquido. NO 
11 
24 Muerte R5 swASNIII R4 NO 
25 Muerte R5 Se realizó el aislamiento de una especie de Chlorophyta. NO 
12 
26 Muerte R9 swASNIII R4 NO 
27 Muerte R1 Se realizó aislamiento en medio swBG11 líquido. NO 
13 28 Muerte R5 
swASNIII R4. Se realizó 
aislamiento en medio swBG11 
líquido. 
NO 






Morfotipo Supervivencia 10 repiques Observaciones 
Obtención 
de cepa 
29 Muerte R1 - NO 
14 30 - Igual que la muestra 1 NO 
15 
31 Muerte R1 - NO 
32 Muerte R4 swASNIII R4 NO 
16 33 Sobrevivió Se realizó aislamiento en medio swBG11 líquido. SÍ 
17 
34 Muerte R6 
swASNIII R4. Se realizó 
aislamiento en medio swBG11 
líquido. 
NO 
35 Sobrevivió - SÍ 
18 36 - Igual que la muestra 1 NO 
Aislamientos obtenidos en medio líquido 
En el aislamiento realizado en tubos de vidrio de 10 ml no se obtuvo crecimiento de las 
especies sembradas. Se hicieron en total 30 sembrados en medio líquido swBG11 en 
volúmenes de 10 ml. En ninguna de las siembras se observó crecimiento de la 
Cyanobacteria presente y sí se percibió fue el aumento de bacterias y hongos en muchos 
de los tubos. 
 
Por otro lado, la técnica realizada con botellas de 250 ml se realizó en aquellos morfotipos 
que presentaban un crecimiento notorio en las muestras iniciales y presentaban filamentos 
vistosos. En esta técnica se logró realizar el aislamiento de algunos morfotipos. Por este 
método se realizaron inicialmente siete sembrados (Tabla 2-4). Al cabo de tres meses, los 
cultivos fueron repicados en agar sólido para obtener una mejor limpieza, ya que había 
crecimiento, pero con una fuerte contaminación de hongos, bacterias y otras especies de 
Cyanobacterias. Al finalizar el aislamiento por este método se logró obtener dos cepas 
unialgales de Cyanobacterias; los morfotipos 16 y 34. Adicionalmente se consiguió el 









Tabla 2-4: Aislamientos realizados en medios swBG11 líquido. 
 
Morfotipo Supervivencia 10 repiques Observaciones 
Obtención 
de cepa 
5 Muerte R6 Desaparición de biomasa NO 
8 Muerte R3 Desaparición de biomasa NO 
12 Muerte R1  NO 
16 Sobrevivió 
Alta contaminación con hongos 
y bacterias, repique en sólido, 
aislamiento 
SÍ 
23 Muerte R2 - NO 
27 Sobrevivió 
Alta contaminación con hongos 
y bacterias y otras 
Cyanobacterias 
NO 
28 Muerte R7 
Alta contaminación con hongos 
y bacterias, repique en sólido, 
aislamiento Se realizó el 
aislamiento de una especie 
de Chlorophyta. 
NO 
33 Muerte R4 Alta contaminación con hongos y bacterias NO 
34 Sobrevivió 
Alta contaminación con hongos 




Con la combinación de los diferentes métodos de cultivos se obtuvieron en total 11 cepas 
de Cyanobacterias. De las cuales, 6 de ellas fueron obtenidas por siembras repetitivas en 
medio sólido swBG11, tres por cultivo en medio sólido swASNIII, incluyendo una cepa del 
grupo Chlorophyta. Las otras dos cepas de Cyanobacterias aisladas fueron de los 
morfotipos 12 y 17, que se lograron obtener gracias a las siembras realizadas en medio 
líquido swBG11. Con el medio líquido también se realizó el aislamiento de una cepa de 
Chlorophyta. Por último, en los últimos meses de producción de biomasa, se notó el 
crecimiento de un morfotipo presente en la muestra inicial 8, bajo el microscopio esta 
muestra se encontraba sin la presencia de otras Cyanobacterias por lo cual fue adicionado 
como una de las 11 cepas aisladas con el código (LAUN 100). 
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2.3.2 Clasificación y descripción taxonómica de los géneros 
obtenidos 
Al realizar la clasificación taxonómica de las cepas de Cyanobacterias aisladas se encontró 
que de las 11 cepas; 8 pertenecen al orden Synechococcales y tres al orden 
Pleurocapsales. También se encontraron dos cepas pertenecientes al Phylum 
Chlorophytas. Los morfotipos de las especies encontradas en los cultivos aislados 
pertenecen a los géneros Leptolyngbya, Dermocarpa, Pleurocapsa y Stanieria (Tabla 2-5). 
Leptolyngbya 
Las cepas LAUN 090 (morfotipo 11), LAUN 091 (12), LAUN 092 (13), LAUN 093 (14), 
LAUN 094 (16), LAUN 095 (17), LAUN 098 (34) Y LAUN 099 (35) fueron clasificadas como 
especies del género Leptolyngbya. Todas presentan características similares entre ellas 
que permite agruparlas en un sólo género. La cepa LAUN 093 (morfotipo 14) es la única 
que presenta una coloración café a diferencia de las demás que presentan una coloración 
verdusca (Figura 2-4). Respecto a su clasificación taxonómica, basada en caracteres 
morfológicos, se pueden observar las siguientes características: especies filamentosas, de 
color verde (a excepción de la cepa LAUN 093) y pequeñas de ancho; presentan menos 
de 4 µm y presentan tilacoides parietales. En cuanto a los tricomas se puede observar que 
son rectos, con un tamaño de 2 µm aproximadamente y con una orientación isopolar. Las 
células presentan una forma cilíndrica con paredes celulares constrictas y hay presencia 
de granos de cianoficina. Su hábitat es de vida libre con un hábito epífito y frecuentemente 
se observan aglomeraciones de estos filamentos en formas de tapetes (Figura 2-5) 






Tabla 2-5: Clasificación taxonómica de las especies obtenidas por los diferentes métodos de aislamiento basadas en caracteres 
morfológicos (Komarek et al., 2014) y en comparación molecular realizada a partir de secuencias conocidas en el GenBank. *Para la 
cepa LAUN 100 la comparación corresponde a lo encontrado en la base de datos curadas del 16s rRNA en el GenBank. El código 
LAUN es el nombre asignado a cada cepa aislada y depositada en el laboratorio de cultivo de algas de la Universidad Nacional. 
 
Clasificación taxonómica de las especies aisladas 
Morfotipo 
Aislado 
Determinación Morfológica Determinación Molecular Código 
LAUN Orden  Especie Descripción Orden Especie Cód. GenBank 
% de 
identidad 
11 Synechococcales Leptolyngbya sp. 
Color verde. Filamentosa. 
Filamentos menores a 4 µm. 
Tilacoides parietales, orientación 
Isopolar, Pared celular constricta. 
- -. - - LAUN090 
12 Synechococcales Leptolyngbya sp. 
Color verde. Filamentosa. 
Filamentos menores a 4 µm. 
Tilacoides parietales, orientación 
Isopolar, Pared celular constricta. 
Oscillatoriales Phormidium sp BDU 20391/ KU958135 100 LAUN091 
13 Synechococcales Leptolyngbya sp. 
Color verde. Filamentosa. 
Filamentos menores a 4 µm. 
Tilacoides parietales, orientación 
Isopolar, Pared celular constricta. 
- - - - LAUN092 
14 Synechococcales Leptolyngbya sp. 
Color verde. Filamentosa. 
Filamentos menores a 4 µm. 
Tilacoides parietales, orientación 
Isopolar, Pared celular constricta. 





16 Synechococcales Leptolyngbya sp. 
Color verde. Filamentosa. 
Filamentos menores a 4 µm. 
Tilacoides parietales, orientación 
Isopolar, Pared celular constricta. 
Oscillatoriales Phormidium sp BDU20391/ KU958135 100 LAUN094 
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Clasificación taxonómica de las especies aisladas 
Morfotipo 
Aislado 
Determinación Morfológica Determinación Molecular Código 
LAUN Orden  Especie Descripción Orden Especie Cód. GenBank 
% de 
identidad 
17 Synechococcales Leptolyngbya sp. 
Color verde. Filamentosa. 
Filamentos menores a 4 µm. 
Tilacoides parietales, orientación 
Isopolar, Pared celular constricta. 
Oscillatoriales Phormidium sp BDU 20391/ KU958135 100 LAUN095 
18 Pleurocapsales Pleurocapsa sp. 
células pseudofilamentosas, 
ramificaciones irregulares, falsos 
filamentos de forma irregular 
(Pseudofilamentos). 
Pleurocapsales Pleurocapsa PCC7314/ AB074511 98 LAUN096 
33 Pleurocapsales Dermocarpa sp. 
células no uniformes y ovaladas con 
un extremo más estrecho que el 
otro. Adheridas entre sí.  
Pleurocapsales Dermocarpa MBIC10766/ AB058285 97 LAUN097 
34 Synechococcales Leptolyngbya sp. 
Color verde. Filamentosa. 
Filamentos menores a 4 µm. 
Tilacoides parietales, orientación 
Isopolar, Pared celular constricta. 
Oscillatoriales Phormidium sp BDU20391/ KU958135 100 LAUN098 
35 Synechococcales Leptolyngbya sp. 
Color verde. Filamentosa. 
Filamentos menores a 4 µm. 
Tilacoides parietales, orientación 
Isopolar, Pared celular constricta. 
Oscillatoriales Phormidium sp BDU20391/ KU958135 100 LAUN099 
Muestra 
inicial 8 Pleurocapsales Stanieria sp. 
Células circulares, casi perfectos, 
con algunas de forma irregular. 
Presencia de baeocitos 





25 Chlorophyta   
28 Chlorophyta   
 
 






Según Anagnostidis & Komárek, 1988 el género Leptolyngbya presenta la siguiente 
descripción: “Filamentoso; con filamentos largos, solitarios o enrollados en racimos y 
esteras finas (que a veces son macroscópicas y de varios cm de diámetro), arqueadas, 
onduladas o intensamente enrolladas, isopolares, delgadas, finas, entre 0.5 y 3.2 µm de 
ancho, delgadas pero firmes. Usualmente las fundas facultativas incoloras se abren en el 
extremo apical; vainas unidas a los tricomas o ligeramente alejadas de ellas, que 
envuelven sólo una, muy raramente (en secciones cortas) dos tricomas; muy raramente 
una ramificación falsa (más común en condiciones especiales de cultivo), generalmente 
con una sola rama lateral. Tricomas finos, cilíndricos, generalmente no atenuados a los 
extremos o ligeramente atenuados, con células apicales redondeadas o cónicas, no 
constreñidos o constreñidos en los muros de cruce, no móviles. Células más largas que 
anchas (varias veces), cilíndricas, sin aerótopos, rara vez con gránulos prominentes, de 
color verde azulado pálido, grisáceo, verde oliva, amarillento o rojizo; células terminales 
sin paredes celulares engrosadas ni caliptras. Heterocitos y acinetos ausentes. Las células 
se dividen por fisión cruzada simétrica (rara vez asimétrica), las células crecen a su tamaño 
original antes de la siguiente división. La reproducción por hormogonios, liberada en los 
extremos del tricoma, fragmentada sin la ayuda de células necróticas típicas, pero a veces 
después de la muerte de las células. Las especies de Leptolyngbya son muy comunes en 
los suelos y en el perifiton y el metafiton de biotopos de agua dulce y halófilos (marinos); 
se conocen varias especies de fuentes termales y minerales o de sitios o paredes rocosas 
aeropíticas; Las especies características crecen endogloéicas en el mucílago y en el limo 
colonial de otras algas. Crecen bien en cultivo y están disponibles para el cultivo, una cepa 
de "Plectonema boryanum" (= Leptolyngbya boryanum) se usó como una cepa modelo 
para los ensayos biológicos. La taxonomía no es bien conocida por su simplicidad 
morfológica. Género muy común con muchos descritos, pero todos necesitan reevaluación 
taxonómica y definición de características diacríticas; muchas especies fueron descritas 










Figura 2-4: Género Leptolyngbya. Visualización de los diferentes filamentos de las cepas 
caracterizadas como Leptolyngbya. a. Filamentos aislados de la cepa LAUN091. Bar = 50 µm. b. 
Filamentos aislados de la cepa LAUN092. Bar = 10 µm. c. Filamentos aislados de la cepa LAUN093. 
Bar = 50 µm. d. Filamentos aislados de la cepa LAUN098. Bar = 50 µm. e. Grosor del filamento de 
la cepa LAUN098. Bar = 10 µm. f. Filamento de la cepa LAUN099. Bar = 10 µm. 
 




Figura 2-5: Filamentos de las cepas aisladas de Leptolyngbya. a. Cepa LAUN098. b. 
LAUN093. c. LAUN093. d. LAUN099. e. LAUN099. F. LAUN090. Bar = 10 µm. 
 
 




Figura 2-6: Género Stanieria. a. y b. Células uniformes y formación de baeocitos. c. y d. 








La cepa LAUN 100 presentó características del género Stanieria, sus células son 
circulares, casi perfectos, con algunas de forma irregular. Se puede observar algunas 
estructuras que agrupan a varias células, estas son los denominados baeocitos, que son 
las estructuras reproductivas de este tipo de Cianoprocariota (Figura 2-6).  
 
Células solitarias (de 6 a 16 µm diam.) o grupos irregulares de células, unidas al sustrato 
y entre sí. Células esféricas o ligeramente ovaladas, unidas al sustrato por cualquier parte 
de la pared celular. Alrededor de las células, vainas firmes, delgadas e incoloras, abiertas 
en cualquier lugar de la superficie durante la reproducción. Contenido de células grisáceas 
azul verdosas o rojizas, tilacoides en fascículos paralelos en la capa periférica o 
irregularmente en todo el volumen celular; Siempre sin aerótopos. Reproducción por 
división celular total casi espontánea (fisión múltiple) en muchas células hijas pequeñas 
(baeocitos, 1,5 – 2 µm diam); Los baeocitos son móviles y escapan de la vaina firme y en 
capas a través de una abertura irregular. Todas las células se dividen obligatoriamente 
sólo una vez en baeocitos, que crecen en tamaño y forma igual a la original antes de la 
siguiente división. Se conocen dos especies del perifiton de lagos y pantanos alcalinos en 
Cuba y en Austria (lago Nesider), una especie se conoce del litoral marino (Anagnostidis 
& Komárek, 1988). 
Dermocarpa 
Según la clasificación morfológica la cepa LAUN 097 (morfotipo 33) es una Cyanobacteria 
perteneciente al género Dermocarpa, ya que presenta células no uniformes y ovaladas con 
un extremo más estrecho que el otro, con tamaños variados (entre 8 y 16 µm diam). 
Baeocitos en el interior de las células. También, se puede observar que algunas están a 
punto de expulsarlos (Figura 2-7). 
 
(J. Komárek & Anagnostidis, 1986): “Células solitarias o grupos de células, unidas por el 
extremo basal al sustrato. Células más o menos polarizadas, +/- esféricas, ovaladas o en 
forma de club, a veces estrechadas a la base, unidas al sustrato por la pequeña almohadilla 
gelatinosa y por la base redondeada; Extremo apical ampliamente redondeado. Alrededor 
de células firmes, vainas finas, más tarde "abiertas" en el extremo apical. Contenido de 
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celda grisáceo azul verdoso, verde oliva o rojo rosado, finamente granular, siempre sin 
aerótopos”. 
 
Figura 2-7: Género Dermocarpa. a. células uniformes y formando baeocitos. b. 




La cepa LAUN 096 (morfotipo 18) se clasificó como una especie perteneciente al género 
Pleurocapsa. En la Figura 2-8 se puede observar que presentan células 
pseudofilamentosas. Se observa también ramificaciones irregulares. El género 
Pleurocapsa se caracteriza por ser células unicelulares y presentar falsos filamentos de 
forma irregular.  
 
Según la primera descripción del género (Hauck, 1885) son: “organismos unicelulares - 
pseudofilamentos; El talo se arrastra sobre el sustrato, similar a una costra o en una capa 
delgada, compuesto por grupos irregulares de células (estado de crocococo), desde donde 
crecen filas irregulares o radiales de células, a veces con ramificaciones irregulares; En 
varias especies se encuentran los pseudofilamentos endolíticos; hileras de células uni- o 
multicelulares, envueltas por vainas de color más o menos delgadas, firmes, a veces 
laminadas y de color amarillo-pardusco confluentes entre sí por sus lados. Células 
irregulares, de diferentes tamaños, a veces (en pseudofilamentos) ligeramente alargadas, 
con un contenido homogéneo o ligeramente granular, a veces con varios gránulos 




prominentes, verde azulado, azul verdoso pálido o rosáceo. Las células se dividen 
irregularmente en diferentes planos; Las células agrandadas de diferentes partes del talo 
se dividen a veces en nanocitos. Reproducción por nanocitos. Especie tipo y varios otros 
taxones conocidos de los litorales marinos (zonas de surf o intermareal); especies de agua 
dulce, generalmente en arroyos de montañas claras o en las zonas rocosas pedregosas 
de lagos y embalses no contaminados en todo el mundo. La mayoría de las especies 
crecen en sustratos de piedra caliza”. 
 
Figura 2-8: Género Pleurocapsa. a y b. Células. c. y d. Formación de Pseudofilamentos. 
Bar = 10 µm. 
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2.3.3 Clasificación molecular 
La amplificación de un fragmento del gen 16S y la posterior secuenciación dio como 
resultado un total de 9 secuencias. Las cepas LAUN 090 y LAUN 092 no fueron 
secuenciadas por que se tenía la certeza que eran cepas pertenecientes a géneros que se 
encontraban en otras cepas ya aisladas. Las primeras secuenciaciones se realizaron con 
un fragmento intermedio del gen 16S, que comprendía un total de 422 pb. Esta 
amplificación se llevó a cabo en las 4 primeras cepas aisladas (LAUN 095, LAUN 094, 
LAUN 097 y LAUN 099). Las demás cepas, 5 en total, se secuenciaron con un fragmento 
un poco más grande, ya que lugar de utilizar el primer 354F se utilizó el 106F que permitía 
obtener un fragmento adicional de aproximadamente 200 pares de bases. 
 
A nivel molecular se obtuvo que las cepas anteriormente mencionadas como 
Leptolyngbya, según la clasificación taxonómica convencional, presentan una similaridad 
mayor al 97% con Phormidium sp. Si se tiene en cuenta la base de datos curada del NCBI, 
RefSeq, presentan una similaridad del 94% con el género Halomicronema excentricum. En 
cuanto a las cepas clasificadas en el orden Pleurocapsales, las cepas clasificadas en este 
orden presentan la misma clasificación que con caracteres morfológicos, con similaridad 
igual o mayores al 97% en dos casos, Dermocarpa y Pleurocapsa y del 100 % con relación 
a la base curada en la cepa catalogada como Stanieria (Tabla 2-5). 
2.4 Discusión 
El estudio realizado por Cano 2018, determinó que los medios más óptimos para sembrar 
Cyanobacterias marinas tropicales son los medios swBG11 y swASNIII. Asimismo, sugiere 
que la producción de biomasa es mejor con estos dos medios. Por otro lado, concluye que 
los cultivos presentan un mayor rendimiento cuando se realizan algunas modificaciones en 
la preparación de los medios, de esta manera se evitan precipitaciones que disminuyen la 
supervivencia de los individuos. Debido a las razones anteriormente expuestas los medios 
seleccionados fueron swBG11 y swASNIII, lo que permitió el crecimiento de varias cepas. 
El rendimiento de aislados fue del 33% aproximadamente, es decir que, de los 30 intentos 
de aislamientos, 11 fueron exitosos. Este rendimiento es óptimo considerando que muchas 
Cyanobacterias son organismos que no se pueden cultivar o que son difíciles de cultivar 
en condiciones controladas de laboratorio (Ferris & Hirsch, 1991; Martínez, 2014). 




Las cepas respondieron mejor a los medios de cultivo en agar que a los medios en líquido 
(porque su hábito de crecimiento es bentónico); 7 cepas fueron aisladas de medios sólidos, 
mientras que dos crecieron en medios diluidos. Esta respuesta, puede ser resultado de 
una mayor competencia por recursos en el medio líquido ya que, en este tipo de medios 
se puede dar un mayor crecimiento de otros organismos que originan una mayor 
competencia por nutrientes que la que se da en el medio sólido (Ferris & Hirsch, 1991). 
Asimismo, muchas de las cepas sembradas en medio líquido no crecieron en volúmenes 
de 10 ml, sin embargo, un par de cepas si crecieron, en botellas de 250 ml. Estos dos 
resultados permiten observar que, al haber una mayor competencia, menor es el 
rendimiento en la obtención de cepas aisladas. De esta manera, se puede observar que 
es importante obtener cultivos axénicos para obtener una mayor producción de biomasa, 
como se ha reportado en la bibliografía (Bhadury & Wright, 2004; Pineda et al., 2011; 
Tsolcha et al., 2018). 
 
Los medios de cultivos proveen todos los requerimientos necesarios para el crecimiento 
de los microorganismos a aislar. Los utilizados en este trabajo, swBG11 y swASNIII, 
poseen varios de los nutrientes necesarios para el debido crecimiento de las cepas y son 
dos medios nutritivos que presentan una alta concentración de nitrógeno, 17,63 mM y 8,82 
mM, respectivamente (Andersen, 2004). El aumento de nitrógeno en estos medios es una 
medida utilizada para simular la eutrofización que se da en los medios naturales, ya que 
ambientes ricos en nutrientes permite una mayor producción de biomasa (Kuffner & Paul, 
2001; Rossi et al., 1997). Igualmente, el aumento en la concentración de nitrógeno en 
cultivos desarrollados en laboratorios permite un aumento en la biomasa producida 
(Richard W Castenholz, 1988; Jonte Gómez et al., 2013). 
 
La identificación de Cyanobacterias tradicionalmente se basa en sus caracteres 
morfológicos, pero este método en la actualidad se ha visto reevaluado debido a reformas 
sistemáticas en todos los grupos (Andersen, 2004; Cano, 2018; Engene et al., 2013; 
Komarek et al., 2014) De igual forma, una descripción taxonómica basada únicamente en 
caracteres morfológicos podría estar sujeta a variaciones, debido a que los 
microorganismos pese a que tengan la misma información genética, pueden cambiar su 
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morfología por influencia de diversos factores ambientales o condiciones de cultivos 
(Komárek & Anagnostidis, 1986; Pineda-Mendoza et al., 2011). 
 
Como la identificación tradicional puede ser equívoca, debido a los cambios que presentan 
las Cyanobacterias en su fenotipo cuando son cultivadas, es necesario una identificación 
polifásica que combine la identificación usual con la utilización de marcadores moleculares, 
de esta manera la identificación taxonómica se vuelve más robusta y se disminuyen los 
sesgos en la clasificación de los especímenes obtenidos a través de los aislamientos (Brito 
et al., 2012; Gaysina et al., 2019; Lee et al., 2014). Muchos de los aislados obtenidos son 
Cyanobacterias de pequeños filamentos; los cuales pueden estar asociados a muchos 
géneros (Planktolyngbya, Leptolyngbya, Geitlerinema y Limnothrix) que añaden un 
problema taxonómico, ya que presentan pocas características morfológicas distintivas 
entre ellas, y aún no se ha podido esclarecer si las pequeñas diferencias referencian 
diferentes genotipos, o más bien son consecuencias de su plasticidad fenotípica. Este 
problema ha llevado a que muchas Cyanobacterias en forma de pequeños filamentos 
hayan sido clasificadas como especies distintas (Pineda-Mendoza et al., 2011). 
 
A este respecto, el análisis de similaridad del gen 16S rRNA en las bases de datos de 
GenBank permitió en este estudio corroborar la identificación taxonómica hecha con base 
en caracteres morfológicos en la mayoría de los géneros. Estos resultados coinciden con 
lo determinado por otros autores, quienes mencionan que los estudios filogenéticos de 
Cyanobacterias, basados en la secuencia del 16S rRNA, son de gran utilidad para una 
identificación taxonómica confiable (Engene et al., 2010; Ishidaeal et al., 2001). 
 
La identificación taxonómica localiza a las cepas aisladas entre las Cyanobacterias 
pertenecientes a los órdenes Synechococcales y Pleurocapsales (Komarek et al., 2014). 
En cuanto al orden Synechococcales, el género aislado fue Leptolyngbya, el cual 
representa el mayor número de aislados, en total 8 de las 11 cepas aisladas. De esta 
manera, este orden representa el mayor número de cepas obtenidas, pero con solo un 
género presente; a diferencia del orden de los Pleurocapsales, que, si bien está 
representado sólo por tres aislados, los tres pertenecen a géneros diferentes: Stanieria, 
Dermocarpa y Pleurocapsa. 
 




Leptolyngbya es un género cosmopolita que se encuentra distribuido en ambientes tanto 
marinos como dulceacuícolas. Éste ha sido reportado en varios biomas áridos del sur de 
África, en la costa norte de Portugal, como parte de las Cyanobacterias filamentosas 
bentónicas, en manglares del sur de Brasil, en las corrientes de agua dulce de la reserva 
forestal Kakoijana en la India, en suelos de bosques inundables y no inundables, en suelos 
descubiertos como las Ardenas en Bélgica, en superficies rocosas como los montes 
Urales, en suelos salados como el Parque Nacional Natural de Azovo-Syvashski de 
Ucrania, así como en suelos polares del ártico y la antártica (Gaysina et al., 2019). 
 
Este género ha sido reportado con más de 40 especies que debido a su pequeño tamaño 
son difíciles de estudiar. Leptolyngbya es un género de Cianoprocariota que ha sido 
reportada como una especie común en el Caribe (Becerra, 2017; Cano, 2018; Duque, 
2018; Myers et al., 2007; Prato, 2013). De la misma manera, se ha reportado que 
Cyanobacterias pequeñas y epífitas, características principales de Leptolyngbya, son un 
grupo dominante en las comunidades bacterianas de las enfermedades de coral 
(Echeverry-Ibagón, 2016; Yang, et al., 2014), sitio del cual han sido extraídas las muestras 
de este proyecto. Asimismo, se ha observado que el género Leptolyngbya presenta un 
potencial como fuente de compuestos bioactivos (Ahmed et al., 2014; Vijayakumar & 
Menakha, 2015) por lo que es necesario una mayor información taxonómica para poder 
identificarlo a nivel de especie. 
 
A nivel molecular se determinó que los aislados clasificados taxonómicamente como 
Leptolyngbya pertenecen al género Phormidium, del orden de las Oscillatorialles. En estos 
casos, la clasificación taxonómica no correspondió con la clasificación obtenida por los 
ensayos moleculares. Es importante, tener en cuenta que la clasificación bajo el 
alineamiento del programa BLAST del NCBI produjo esta alineación con una base de datos 
(genomic) no curada que tolera los sesgos en la determinación taxonómica. Empero, al 
realizar el alineamiento con una base de datos curada (RNA RefSeq) el alineamiento 
produjo una similaridad con la especie Halomicronema excentricum del 95%. 
Anteriormente, los géneros Phormidium, Leptolyngbya y Pseudanabaena estaban 
agrupados en un orden, Oscillatoriales, debido a que presentan características similares 
(Myers et al., 2007). Estas similitudes generaban distorsiones en el momento de decidir a 
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qué género pertenecía, por lo que muchas Leptolyngbya spp. anteriormente han podido 
ser clasificadas como uno de los otros dos géneros, como se observa en la descripción 
realizada por Komarek et al., 2014 donde se menciona que la especie puede estar 
nombrada con nombres de otros géneros como Lyngbya y Phormidium. Asimismo, la 
clasificación dada por la base de datos curada, a nivel de órdenes, puede ser más exacta 
ya que el género Leptolyngbya actualmente está clasificado dentro del orden de las 
Synechococcales, donde se encuentra también el género Halomicronema (Komarek et al., 
2014). 
 
El segundo orden encontrado en los aislamientos realizados fue el de los Pleurocapsales. 
Este orden presentó el mayor número de géneros aislados, tres de cuatro. Generalmente 
son bentónicos y con un estilo de vida epífito utilizando como sustrato a otros 
cianoprocariotas filamentosas (Komarek et al., 2014). Son organismos con contados 
estudios de investigación, dirigidos principalmente a la taxonomía (Komárek & 
Anagnostidis, 1986; Silva & Pienaar, 1999). 
 
La clasificación molecular correspondió a los mismos géneros en los cuales habían sido 
clasificados anteriormente según sus caracteres morfológicos. No obstante, la cepa LAUN 
100 produjo un alineamiento con una Cyanobacteria desconocida cuando se realizó con 
una base no curada. Los porcentajes de similaridad fueron del 97% y 98% para las cepas 
caracterizadas como Dermocarpa y Pleurocapsa, respectivamente. En la alienación con la 
base de datos curada (RefSeq) se puedo caracterizar a esta cepa como Stanieria sp., 
aunque con una similaridad del 93%. El órden de las pleurocapsaleanas ha sido reportado 
por varios autores como un grupo parafiletico, por lo que es necesario una evaluación 
exhaustiva en los estudios taxonómicos de este grupo (Ishida et al., 2001; Wanigatunge 
et al., 2014). 
 
La cepa LAUN 096 se caracterizó como Pleurocapsa. Este género presenta algunas 
inconsistencias a nivel de especie y se mantiene como un grupo parafiletico, lo que quiere 
decir que puede incluir dos o más géneros crípticos que permiten realizar clasificaciones 
erróneas (Engene et al., 2013; Lee et al., 2014). Pleurocapsa presenta reproducción por 
medio de baeocitos, característica intrínseca de este orden con una diferencia en el 
número de divisiones binarias que tiene cada género, que pueden ser nulas, en el caso de 




las Cyanocistis, pocas (Dermocarpellacea), o muchas (Chroococcidiopsis) (Tandon et al., 
2014). Sin embargo, en Pleurocapsa, las fisiones binarias forman grandes paquetes de 
células y también pueden producir apéndices pseudofilamentosos cortos hacia la unión de 
células periféricas. En etapas posteriores, las células también pueden producir de cuatro 
a numerosos baeocitos por rápida fisión múltiple (Tandon et al., 2016). 
 
La formación de pseudofilamentos fue la característica que permitió clasificar la cepa LAUN 
096 como una Pleurocapsa, lo cual fue corroborado con la información obtenida en el 
NCBI. La similaridad en el alineamiento fue del 98% y se obtuvo la misma respuesta en la 
base de datos curada y no curada. Esto permitió obtener una certeza de que esta cepa fue 
clasificada exitosamente. No obstante, la clasificación es importante llevarla a nivel de 
especie, para lo cual se requiere realizar otros procedimientos como microscopia 
electrónica, secuenciación de otros genes pues con la información obtenida hasta el 
momento no es posible realizar la determinación hasta ese nivel. 
 
En las fotografías observadas de la cepa de Pleurocapsa no se presentaron otras 
características relevantes de este género. Según Pinevich et al., 2008 la proporción de 
fisión binaria y múltiples depende de las condiciones de cultivos. En los cultivos realizados 
en este trabajo, las fotografías se tomaron pasadas varias semanas de cultivo, lo que no 
permite diferenciar las fases de división de la cepa (fisión binaria, fisión múltiple y formación 
de pseudofilamentos). Asimismo, se ha determinado que la producción de 
pseudofilamentos en este género están relacionado con el acondicionamiento para facilitar 
el anclaje y la exploración de nutrientes (Rippka et al., 2001). 
 
La cepa LAUN097 morfológicamente fue caracterizada como Dermocarpa sp. Este género 
está presente en varios ecosistemas, incluido los arrecifes de coral colombianos (Prato, 
2013). Dermocarpa sp., es una Cyanobacteria unicelular que presenta una polaridad apical 
(forma una figura ovoide), su reproducción es por fisión múltiple y sus baeocitos son 
inmóviles (López et al., 2001). 
 
Los estudios realizados sobre este grupo son mínimos y los pocos que hay están 
enfocados a la taxonomía. Sin embargo, estos estudios no son recientes y a la fecha no 
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hay otros reportes sobre este género que tengan lo reportado en Komarek et al., 2014. Las 
investigaciones presentan un enfoque completamente morfológico y no existe un enfoque 
polifásico que permita la cohesión entre los cambios que se pueden presentar en la 
morfología, o una complementariedad molecular, fisiológica o genética. Es importante 
realizar estudios en este grupo epífito que permita obtener un mayor conocimiento sobre 
su morfología y el potencial genético que presentan. Igualmente, la secuencia parcial del 
gen 16S rRNA de la cepa LAUN 097 y su posterior alienación con la base de datos del 
NCBI, en BLAST, presentó una similaridad del 98% con Dermocarpa. De esta manera, los 
dos tipos de metodologías, molecular y morfológica, soportan la determinación taxonómica 
de esta cepa. 
 
Por otra parte, la cepa LAUN 100 se determinó morfológicamente en el género Stanieria. 
Este género pertenece al orden de las Pleurocapsales, y siempre se presenta como células 
individuales (cocoides). Sus características principales incluyen células de diferentes 
tamaños que van desde los 5 a los 40 μm. Presentan vainas incoloras y firmes. Su 
reproducción se da a través de la formación de numerosas células hijas (baeocitos) de 
diferentes tamaños. (Wu et al., 2016). 
 
A nivel molecular, la cepa fue clasificada como una Cyanobacteria no cultivable, con una 
similaridad del 100%. En cuanto a la base de datos curada, esta cepa es identificada como 
Stanieria con una homología del 93%, lo cual corresponde con la clasificación obtenida 
inicialmente a nivel morfológico. Sin embargo, hay que tener en cuenta que Stanieria es 
un género que ha presentado cambios recientemente después de realizar alteraciones en 
el género Dermocarpa (Komarek et al., 2014). Además, es un género que forma parte de 
un grupo de Cyanobacterias difíciles de identificar morfológicamente (Komárek & 
Johansen, 2015). Por tal razón, una clasificación basada en caracteres morfológicos no es 
muy confiable (Prihantini et al., 2016). 
 
Asimismo, la secuencia obtenida, 200 pb, no permite abarcar una búsqueda mayor para 
obtener mejores alineamientos. Por esa razón, es recomendable ejecutar un análisis más 
amplio con la intención de obtener una mejor caracterización morfológica. Esta 
clasificación podría darse con la utilización de otros marcadores moleculares; como el gen 
productor de la ficocianina o el gen de la ARN polimerasa dependiente de ADN (rpo C1), y 




la utilización de microscopia electrónica, que permita obtener mayor información para dar 
una clasificación más precisa. 
 
Al igual que en las otras dos cepas, LAUN 100 presenta características comunes con el 
orden Pleurocapsales, como es el caso de la movilidad de los baeocitos. Además de la 
forma de la célula, los tamaños de las células vegetativas y los baeocitos, así como las 
propiedades reproductivas (fisión binaria). Asimismo, son estos caracteres comúnmente 
considerados en la caracterización de Stanieria. Esta cepa, LAUN 100 presenta este tipo 
de características. 
 
Finalmente, es importante tener en cuenta que los géneros aquí descritos y aislados en el 
presente trabajo no han sido reportados aún para Colombia, a excepción de Stanieria, 
reportado en la tesis de Cano (2018), la cual fue aislada de muestras extraídas de 
Providencia en el archipiélago de San Andrés, providencia y Santa Catalina. En cuanto a 
Leptolyngbya, este es un género polifilético que puede estar representado en las especies 
encontradas anteriormente en Colombia, pero con un nombre diferente, por ejemplo: 
Phormidium crassior, Phormidium corallyticum, Phormidium dimorphum, Phormidium 
gracile, Phormidium hendersonii, Phormidium roseum, las cuales si han sido reportadas en 
Colombia (G. Díaz-Pulido & Díaz-Ruiz, 2003). Por tal razón, se necesita realizar 
determinaciones moleculares que permitan determinar a qué géneros pertenecen estos 
registros. En cuanto a los géneros del orden Pleurocapsales, es importante tener en cuenta 
que en ninguno de los trabajos de biodiversidad se han tenido reporte de géneros o 
especies de este orden, a excepción de Cano (2018), en el cual se reporta Stanieria. Los 
otros dos géneros, Pleurocapsa y Dermocarpa no han sido reportados. Por lo tanto, se 
podría tratar de dos nuevos registros, tanto para el Parque Nacional Islas del Rosario como 
para Colombia. Por último, los resultados incongruentes entre las determinaciones 
molecular y morfológicas serán analizadas a través de análisis filogenético tratado en el 
siguiente capitulo de este trabajo.  
 
 




Los medios sólidos swBG11 y swASNIII representan un mejor medio para el aislamiento y 
conservación de cianoprocariotas marinas del caribe colombiano. 
 
Cuatro géneros de Cyanobacterias fueron aislados de los bentos de los arrecifes de coral 
de Islas del Rosario, Colombia; Leptolyngbya, Dermocarpa, Stanieria y Pleurocapsa. 
 
La clasificación taxonómica de una especie o género de Cyanobacteria debe presentar un 
enfoque polifásico, que involucre una clasificación morfológica, una clasificación molecular 
basada en varios marcadores moleculares; como el 16S rRNA, el cual es el más usado, 
pero con una mezcla de otros que permitan una mayor obtención de información.  
 
Los organismos descritos en este trabajo constituyen un acercamiento a la diversidad de 
las cianoprocariotas cultivables del Caribe colombiano. 
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3. Análisis Filogenético y Potencial 
Biotecnológico. 
3.1 Introducción 
La exploración de las fuentes terrestres para la búsqueda de nuevos productos ha sido 
sobreexplotada (Costa et al., 2015). Es por esta razón, que hoy en día la resistencia a 
diferentes medicamentos antimicrobianos se ha convertido en un inconveniente para las 
industrias agrícolas y biotecnológicas, así como un problema en salud pública. Según 
estudios de la organización mundial de la salud para el año 2050 el número de muertes 
por enfermedades infecciosas serán del orden de 10 millones en todo el mundo, causando 
también una perdida mundial de hasta 100 mil millones de dólares en la economía (El 
Samak et al., 2018). Por otro lado, en las últimas tres décadas el número de metabolitos 
descubiertos en fuentes marinas ha venido en aumento y se ha visto en los recursos 
marinos una fuente potencial de metabolitos secundarios que pueden remplazar a aquellos 
que ya no son efectivos contra hongos y bacterias (Swain et al., 2017). Por otra parte, el 
número de compuestos con potencial extraídos de organismos marinos hasta el año 2017 
estaba en alrededor de 28000 nuevos compuestos (Swain et al., 2017). 
 
Las principales fuentes marinas de metabolitos secundarios provienen de los invertebrados 
(Rastogi & Sinha, 2009), los cuales han sido estudiados para la obtención de compuestos 
antimicrobianos y antifúngicos. Sin embargo, se tiene evidencia que muchos de los 
compuestos originalmente asociados con la biomasa de los invertebrados son producidos 
por microrganismos simbiontes de estos organismos (El Samak et al., 2018). Por lo tanto, 
el conocimiento de la biodiversidad microbiana es importante para conocer posibles 
nuevas especies de microorganismos que puedan presentar metabolitos con interés 
biotecnológico. 
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Entre los microorganismos, las Cianoprocariotas presentan características únicas que les 
proporciona un interés particular para su estudio en bioprospección (Brito et al., 2015; 
Montalvão et al., 2016). En primer lugar, son un grupo muy antiguo de bacterias que 
presentan la particularidad de realizar fotosíntesis oxigénica. En segundo lugar, su 
producción de metabolitos secundarios es abundante y diversa, permitiéndoles vivir en 
ambientes totalmente diferentes y ser un grupo cosmopolita que se encuentra incluso en 
lugares inhóspitos para la vida (Bravakos et al., 2016; López-Cortés et al., 2001). Las 
Cyanobacterias son una fuente de péptidos, ácidos grasos, aminoácidos, vitaminas, 
carotenos, clorofila, ficocianina y minerales por lo que se las considera como especies con 
presencia de compuestos bioactivos novedosos. Los cianocompuestos se han reportado 
como agentes antibacterianos, antifúngicos, antivirales, anticancerosos, antiplasmodiales, 
alguicidas e inmunosupresores (Tan, 2010; Xue et al., 2018). 
 
Para el estudio biotecnológico de las Cyanobacterias es importante el aislamiento de los 
organismos. A través de este método microbiológico, sumado a la apropiada identificación 
taxonómica se puede realizar una mayor exploración de las propiedades antimicrobianas. 
Sin embargo, la identificación basada en caracteres morfológicos puede ser imprecisa 
debido a la plasticidad metabólica que presentan (Pineda-Mendoza et al., 2011). Por ello, 
complementar esta información con un análisis molecular permite sustentar de manera 
más robusta sobre las especies que se trabaja (Wanigatunge et al., 2014).  
 
Por otra parte, la mayor concentración de metabolitos secundarios (NRPS y PKS) en 
Cyanobacterias se llevan a cabo por enzimas multimodulares traducidas a su vez por un 
conjunto de genes, que al estar activados generan toda la maquinaria para la producción 
de los metabolitos (Christiansen et al., 2001). Los metabolitos originados por esta vía son 
los llamados PKS y NRPS. Para el ensamblaje de cada uno de los grupos acilo o 
aminoácidos, monómeros de estos compuestos, respectivamente; es necesario la 
presencia de varios dominios en las vías biosintéticas, éstas incluyen los dominios de 
adenilación (A) y Cetosintasa (KS) en las NRPSs y PKSs, respectivamente (Gogineni & 
Hamann, 2018; Linne & Marahiel, 2004). 
 
El ARN ribosómico (ARNr) es la macromolécula más ampliamente utilizada en estudios de 
filogenia y taxonomía bacteriana (Bravakos et al., 2016; Ishida et al., 2001; Myers et al., 
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2007). La subunidad pequeña del ARN Ribosomal, 16S rRNA, ha sido muy utilizada para 
este fin, ya que lo conservado de sus secuencias permite conocer las relaciones 
filogenéticas existentes entre diferentes grupos (Woese & Fox, 1977). Es un gen pequeño 
que se encuentra altamente conservado, pero cuyos polimorfismos permiten realizar 
reconstrucciones filogenéticas de las Cianoprocariotas (Rodicio & Mendoza, 2004). 
 
En Colombia las Cyanobacterias marinas han sido poco estudiadas, Prato (2013) y los 
trabajos conocidos están enfocados en su mayoría a la clasificación taxonómica. Hasta el 
año 2013 solo habían sido registradas para el caribe colombiano un total de 8 especies de 
Cyanobacterias marinas bentónicas arrecifales con reportes de otras 5 especies en prensa. 
Adicionalmente Bayona (2014) logró identificar 5 nuevas especies de Cyanobacterias 
bentónicas para el caribe. En el caribe colombiano entre los grupos más característicos se 
encuentran los géneros Lyngbya, Oscillatoria, Phormidium, Symploca, Spirulina y 
Blennothrix. Los trabajos de bioprospección de Cyanobacterias se han enfocado en 
encontrar los compuestos bioactivos de muestras extraídas en afloramientos y 
Cyanobacterias bentónicas (Bayona, 2014; Prato, 2013; Quintana et al., 2014). 
 
Con el propósito de hacer una exploración sobre los posibles productos que presentan las 
Cyanobacterias del territorio colombiano, se realiza la bioprospección con especies 
presentes en Islas del Rosario, ya que las formaciones encontradas alrededor de los 
archipiélagos de San Bernardo y las Islas del Rosario son las más importantes del Caribe 
continental colombiano (Díaz et al., 2000). Asimismo, se realiza un análisis filogenético con 
el fin de obtener una mejor precisión las determinación taxonómica de los aislados 
obtenidos. Esta metodología permite tener un acercamiento respecto al grupo, a nivel de 
género e inclusive a nivel específico sobre el organismo con el que se está trabajando 









3.2.1 Producción de biomasa  
La producción de biomasa se realizó a partir de las cepas de Cyanobacterias aisladas que 
fueron presentadas en el capítulo 2 de este documento. El material biológico se obtuvo a 
partir de cultivos monoalgales realizados en botellas de vidrio con 250 ml de medio de 
cultivo ASNIII, en los cuales se utilizó sal marina para simular las condiciones naturales de 
las cepas utilizadas. Las condiciones a las que se encontraban expuestas los cultivos 
fueron: fotoperiodo de 12/12 horas de luz/oscuridad, intensidad lumínica de 30 µmoles m-
2 s-1 y temperatura ambiente de 23°C +/- 2°C. Los cultivos se mantuvieron a aireación 
constante para lo cual se utilizó un soplador (blower) PumpPower que permitió el paso de 
CO2. Al cabo de un mes de mantener los cultivos en estas condiciones se extrajo la 
biomasa producida hasta ese momento y se hicieron repiques consecutivos en botellas 
con 250 ml de medio líquido ASNIII hasta conseguir la biomasa necesaria para los ensayos 
posteriores. 
3.2.2 Aislamiento de ADN genómico 
Se utilizó 200 mg de biomasa húmeda para realizar la extracción de ADN genómico de 
cada una de las muestras. El ADN se extrajo usando el kit comercial Quick-gDNA TM 
MiniPrep (ZYMO Research Corp., Irvine, Estados Unidos) con algunas modificaciones 
ajustadas en experimentos previos en el laboratorio de Cultivos de Algas de la Universidad 
Nacional. Los cambios incluyeron la cantidad de biomasa agregada para la extracción de 
ADN (se pasó de 100 mg a 200 mg), y el tiempo de centrifugación en el proceso de lisis 
celular, que paso de 5 minutos, lo que indica la casa comercial, a 30 minutos. Con el 
aumento en el tiempo de centrifugado se optimizó la obtención del material genético. El 
ADN fue visualizado por electroforesis en un gel de agarosa al 1% teñido con Bromuro de 
Etidio. Por último, se realizó la cuantificación de ADN presente en la extracción (ng por µl) 
mediante un nanodrop Lite (Thermo Scientific).  
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3.2.3 Amplificación parcial del gen 16S rRNA 
Un fragmento del 16S rRNA fue amplificado con los cebadores 106F y 781R ampliamente 
utilizados en Cyanobacterias (Nubel et al 1997) (Tabla 3.1). Todas las reacciones se 
realizaron en un termociclador MyCyclerTM (Bio-Rad laboratorios Inc., Hercules, CA, 
EE.UU.) en un volumen total de 20 µl que contenía 10 µl de PCR mix – 100 2X (Corpogen, 
Colombia), 1 µl de primer F, 1 µl de primer reverse (concentración de 10 µM cada uno), 
0,5 µl de ADN y agua libre de ARNasas hasta un volumen final de 20 µl. El perfil de PCR 
incluyó una desnaturalización inicial a 94ºC durante 4 minutos, seguido de 35 ciclos de 
94ºC durante 30 s, 53ºC por 30 s y 72ºC durante 45 s, y una extensión final a 72ºC durante 
6 minutos. Con el propósito de limpiar los productos de PCR, eliminar dímeros de primers 
y elementos de la PCR como nucleótidos no incorporados, estos se limpiaron con acetato 
de amonio y se precipitó el ADN con alcohol absoluto. Los productos limpios fueron 
visualizados en electroforesis con gel de agarosa al 1,5% usando TAE al 1% con un voltaje 
de 100 por aproximadamente 45 minutos. Finalmente, los productos de PCR limpios fueron 
visualizados en un fotodocumentador BioRad (Gel Doc™ XR+, BioRad). 
3.2.4 Secuenciación y alineamiento de secuencias 
Los productos purificados de PCR fueron enviados a una casa comercial (SSigMOL, 
Instituto de Genética, Universidad Nacional, Colombia) para el respectivo secuenciamiento 
del gen ribosomal 16S mediante el método de Sanger y usando solamente uno de los 
primers (Forward). Las secuencias obtenidas se editaron usando el programa Sequencher 
5.1 (Gene Code Corporation, 2017). Una primera búsqueda de secuencias homologas a 
la región de interés bajo la herramienta de búsqueda básica de alineación local (BLASTn) 
del centro nacional de información biotecnológica (NCBI) reveló que todas las secuencias 
obtenidas correspondían al gen ribosomal 16s rRNA. Con el propósito de hacer análisis 
filogenéticos con las secuencias obtenidas y otras depositadas en GenBank, se realizó una 
búsqueda de secuencias existentes para la región secuenciada en diferentes grupos de 
Cyanobacterias que incluyen géneros de 4 órdenes (Oscillatoriales, Pleurocapsales, 
Nostocales y Synechococcales) y la de E. coli como grupo externo en análisis filogenéticos. 
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3.2.5 Análisis Filogenético 
Las secuencias se alinearon en Clustalx (Larkin et al., 2007) usando los parámetros por 
default del programa. El alineamiento se editó para incluir las secuencias homólogas del 
fragmento secuenciado en este trabajo que correspondía a 666 bp. Así se eliminaron las 
secuencias de los otros taxones en los extremos 5´ 3´ al fragmento de interés. Con el 
propósito de generar análisis filogenéticos robustos con métodos que operan bajo 
supuestos distintos, se utilizaron los métodos de máxima parsimonia (MP) en PAUP 
(Swofford, 2002); máxima verosimilitud (MV) en PAUP (Swofford, 2002) y Garli (Zwickl, 
2006) e inferencia bayesiana (IB) en Mr Bayes v. 3.2.7a, (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). 
 
En MP se realizó una búsqueda heurística en el cual se excluyeron aquellos caracteres no 
informativos bajo parsimonia, gaps fueron considerados como información faltante, 
caracteres tuvieron el mismo peso y fueron considerados como no ordenados. Un límite 
de 1000 árboles fue establecido pues los primeros análisis mostraron que el número 
posible de árboles igualmente parsimoniosos era demasiado alto.  De los arboles obtenidos 
se generó́ un árbol consenso con la regla de la mayoría como criterio de selección. El 
soporte de los diferentes nodos se evaluó con un análisis bootstrap de 1000 réplicas con 
las mismas condiciones del análisis regular de parsimonia. Los valores ≥ 70% fueron 
considerados como buen soporte, aunque en el árbol mostrado, MP, se ilustran aquellos 
que presentan porcentajes mayores a 50. 
 
Previo a los análisis de reconstrucción que operan con modelos de evolución de 
nucleótidos, se procedió a determinar qué modelo se ajusta mejor a los datos. Para ello se 
utilizó jModelTest V.2.1.4 (POSADA 2008). El modelo que mejor se ajustó a los datos bajo 
el criterio de AKAIKE correspondió a TPM2uf+G (verosimilitud del árbol -lnL 8981.4022, 
frecuencia nucleotídica: 0,2464, 0.2095, 0.3025, 0.2426, frecuencia de substituciones: 
1.7381,  3.1504, 1.7381, 1.0000, 3.1504, 1.0000, gamma 0.3580. Un análisis bajo el criterio 
de MV se ejecutó en Garli y con 100 pseudoreplicas de bootstrap) ajustando las 
condiciones del modelo que mejor se ajusta a los datos. El análisis bayesiano se ejecutó 
con dos corridas simultaneas, con cuatro cadenas de Markov y 20 millones de 
generaciones, se muestreo la cadena principal cada 1000 generaciones para un total de 
20000 muestras. Los arboles filogenéticos obtenidos a través de los tres métodos de 
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análisis, fueron visualizados y editados en el programa FigTree v. 1.4.0 (Rambaut, 2014).  
Finalmente, las divergencias interespecificas para aislamientos de este trabajo y las demás 
secuencias obtenidas en GenBank fueron obtenidas con el modelo Tamura-Nei en PAUP 
(Swofford, 2002). 
3.2.6 Amplificación por PCR de dominios A de PKSs y KS de 
NRPSs 
Se utilizaron dos pares de primers específicos para la amplificación de genes de los NRPS 
y PKS (Tabla 3-1). Estos cebadores apuntan directamente a los dominios de adenilación 
(A) y cetosintasa (KS), respectivamente. El ADN de una cepa de Microcystis aeruginosa 
de la colección del CIIMAR (Portugal) se utilizó como control positivo para la presencia de 
los genes de los dominios de los NRPSs y PKSs. Los ciclos de PCR consistieron en una 
etapa inicial de desnaturalización a 94ºC durante 4 minutos, seguido de 30 ciclos de 1 min 
a 94ºC; 30 s a 54º c para NRPS, y 44ºC para PKS, seguido de 1 min a 72ºC. Por último, 
se realizó una extensión final a 72ºC durante 7 minutos. Todas las reacciones de PCR se 
realizaron con un termociclador MyCyclerTM (Bio-Rad laboratorios Inc., Hercules, CA, EE. 
UU.) en volúmenes totales de 20 µl que contenían 10 µl de Kit PCR-100-2X (Corpogen, 
Colombia), 1 µl del primer reverse, 1 µl de primer forward, 0,5 µl de ADN y agua de biología 
molecular hasta un volumen final de 20 µl. Los amplicones de PCR se analizaron por 
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con un marcador de tamaño molecular de 100 pb 
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Tabla 3-1: Primers usados para la amplificacion de los genes 16S y de los peptidos no 
ribosomales (NRPS) y Policetidos (PKS). En el primers 786R se usó una mezcla de las 
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3.2.7 Obtención de extractos crudos 
La biomasa de los medios de cultivos se recuperó mediante la remoción del material 
biológico que se encontraba formando consorcios en el fondo y las paredes de las botellas. 
El material fue guardado en tubos falcón de 25 ml y sellados con parafina. Se almacenaron 
durante 24 horas a -80ºC. Después de este período de congelación fueron liofilizadas 
durante 48 horas. Cada una de las muestras liofilizada, según el peso resultante, fue 
dividida en dos para obtener extractos tanto polares como no polares. Para los extractos 
no polares se introdujo el material liofilizado en 10 ml de hexano, para los extractos polares 
el solvente utilizado fue metanol (10 ml). Todo el proceso de extracción se llevó a cabo tres 
veces para cada una de las cepas. Los extractos fueron concentrados mediante el uso de 
un Reacti-VapTM Evaporator TS18825 (Thermo Scientific), y el sólido resultante fue 
sometido a un proceso de dilución en DMSO. Cada uno de los extractos se llevó a una 
concentración final de 10 mg/ml.  
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3.2.8 Ensayos de inhibición microbiana y fúngica 
Los extractos orgánicos se probaron contra tres cepas bacterianas: dos cepas Gram 
positiva; Staphylocooccus aureus, ATCC 6538, y Bacillus subtilus y una cepa gran 
negativa, Escherichia coli, ATCC 8739 y contra una cepa fúngica Aspergillus niger. Estas 
cepas fueron seleccionadas debido a que cuenta con técnicas estandarizadas de cultivo, 
proceso llevado a cabo en el Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de 
Colombia. Las bacterias y hongos se cultivaron en agar Mueller-Hinton, y se incubaron a 
37ºC y 25ºC, respectivamente. Para observar el potencial antimicrobiano de cada uno de 
los extractos se ejecutó la técnica de discos impregnados. En este método, las colonias 
bacterianas/fúngicas puras se seleccionaron de cultivos de MH y se suspendieron en 
medio líquido LB, la turbidez se ajustó para igualar el estándar de 0,5 McFarland y las cajas 
de Petri se sembraron con ese inóculo con la ayuda de un asa de vidrio recta. Luego, se 
colocaron 2 discos (hechos con papel filtro, con diámetros de aproximadamente 5 mm) 
impregnados con el extracto en las cajas de Petri inoculadas. Las cajas de Petri se 
incubaron durante la noche a 37ºC para bacterias, mientras que los ensayos fúngicos se 
dejaron un total de 4 días a una temperatura de 25ºC. Cada uno de los ensayos fue 
realizado por duplicado, y se utilizaron dos discos por caja de Petri con el mismo extracto. 
En cada caja de Petri utilizada para los ensayos se sembraron dos discos con el extracto 
(polar o no polar) de cada cepa (Gomes et al., 2014). 
3.3 Resultados 
3.3.1 Análisis Filogenético 
Se obtuvo una matriz con 65 secuencias, que corresponden a 9 muestras obtenidas de los 
aislamientos realizados y 56 provenientes de las bases de datos del GenBank, incluyendo 
el grupo externo (E. coli). Las secuencias externas se eligieron teniendo en cuenta que 
fueran secuencias que se encontraban en investigaciones publicadas en artiuclos 
científicos. La longitud total de la matriz incluye 666 caracteres de los cuales 384 resultaron 
polimórficos y 232 de estos fueron informativos bajo el criterio de parsimonia. Como grupo 
externo se trabajó con la cepa AE014075 de Escherichia coli. La frecuencia de nucleótidos 
fue en promedio de 27,1% para A, 20,9 para C, 32,6 para G, 19,3 y 27,2 para T. Se 
presentó un porcentaje de transiciones del 51,5 y de transversiones del 48,5. Así la relación 
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de transiciones/transversiones fue aproximadamente 1,1. La transición más frecuente fue 
A-G con 28,96% y la transversión más frecuente fue G-T con 14,59%.  
 
Los tres criterios de reconstrucción utilizados mostraron topologías similares en la 
ubicación de las cepas nuevas de interés en este trabajo, sólo se encontraron diferencias 
pequeñas en la relación de algunos taxones ubicados en clústeres de ramas terminales. 
Por lo anterior, únicamente se presenta la topología resultante por MP con soportes de 
bootstrap superiores al 70% (Figura 3-1). Adicionalmente se incluyen los soportes para 
idénticas topologías del análisis bayesiano (probabilidades a posteriori multiplicadas por 
100 y mayores al 50% y soportes de bootstrap superiores a 70% para el análisis de MV. 
 
El árbol muestra 4 clados que corresponden a 4 ordenes de Cyanobacterias: 
Synechococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales y Nostocales. Dichos agrupamientos 
presentan soportes relativamente modestos para uno de tres métodos de reconstrucción 
utilizados. Por ejemplo, solamente el Orden Nostocales muestra un soporte alto bajo el 
criterio de MP (85% de bootstrap). 
 
Seis de los nueve aislamientos reportados en este trabajo se agrupan dentro del orden 
Synechococcales, mientras que los tres restantes se agrupan en el orden Pleurocapsales: 
Cinco aislamientos LAUN 091, LAUN 094, LAUN 095, LAUN 098 Y LAUN 099 forman un 
único clúster con soportes superiores a 95% en los tres métodos de reconstrucción 
utilizados y relacionados con Leptolyngbya (97 % con IB y 88 con MV). Con la excepción 
de LAUN 091, las secuencias de este grupo fueron idénticas. Morfológicamente estas 
cepas efectivamente fueron determinadas como Leptolyngbya, pero la búsqueda en 
BLAST indicó pertenecían a Phormidium sp. El aislamiento LAUN 093 también se 
encuentra agrupado en el orden Synechococcales, pero separado del clúster inicial de 5 
aislamientos. 
 
En el clado del Orden Pleurocapsales se encuentran agrupados los restantes tres 
aislamientos de este trabajo (LAUN 096, LAUN 097 Y LAUN 100) y con un soporte del 78% 
en IB. El aislamiento LAUN 097 caracterizado morfológicamente como Dermocarpa se 
agrupa con las secuencias de este género en los tres métodos de reconstrucción utilizados, 
aunque con soportes menores a 60% para los tres métodos. El aislamiento LAUN 096 
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caracterizado como Pleurocapsa en el análisis morfológico, también se agrupa con 
secuencias de (Pleurocapsa) con un buen soporte en el análisis de IB (92%) Finalmente 
el aislamiento LAUN 100 se agrupa, aunque sin soportes importantes bajo los tres métodos 
de reconstrucción con el género Stanieria.  
3.3.2 Detección de genes de NRPS y PKS 
Diez cepas fueron analizadas para detectar la presencia de genes biosintéticos (NRPS y 
PKS), ya que la presencia de estos genes indicaría el potencial que las especies aisladas 
tienen para realizar la síntesis de metabolitos secundarios, incluso si los aislamientos no 
presentaron actividad en los ensayos antimicrobianos (El Samak et al., 2018). El dominio 
KS (Cetosintasa) presente en las enzimas productoras de PKS se amplificó en un 100%, 
de los aislamientos. En cuanto al dominio de adenilación (A) de los NRPS fue amplificado 
en 8 de las 10 cepas, es decir, un 80% del total de los aislados. Se realizó la amplificación 
de un control positivo (Microcystis aeruginosa) y un control negativo (sin ADN) (Figura 3-2). 
3.3.3 Actividad antimicrobiana y antifúngica 
Se obtuvieron en total 11 cepas de Cyanobacterias. Se realizaron extracciones de 
metabolitos para el análisis microbiano en 8 de ellas. Las tres cepas restantes (LAUN098, 
LAUN099 y LAUN100) presentaron poca biomasa para la extracción de los metabolitos. 
Como control positivo en los ensayos antimicrobianos se utilizaron diferentes 
medicamentos que detienen el crecimiento de cada una de las cepas bacterianas; la 
gentamicina para E. coli, el cloranfenicol y la oxitetraciclina para B. subtilus y la penicilina 
para S. aureus. Para el hongo se utilizó un antimicótico de origen comercial, el clotrimazol. 
No se observó presencia de la actividad antimicrobiana en ninguno de los ensayos 
realizados (Figura 3-3). En los ensayos de actividad antifúngica no se observa ninguna 
inhibición en el crecimiento de las conidias por parte de los extractos (Figura 3-4). Los 
ensayos antimicrobianos se realizaron por duplicado para cada uno de los extractos, 
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Figura 3-1: Relaciones filogenéticas de aislamientos obtenidos en el caribe colombiano. El árbol 
corresponde al análisis filogenético realizado bajo máxima parsimonia con soportes de bootstrap (>50) a la 
izquierda del nodo. Soportes de bootstrap con máxima verosimilitud se muestran en la parte inferior del nodo 
y probabilidades a posteriori (X100) a la derecha del respectivo nodo. Cuando los tres métodos revelaron 
soportes superiores a 95% con bootstrap tanto de MP como de MV y probabilidades posteriori mayores a 0,95 
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Figura 3-2: Amplificaciones de los dominios KS de policetidos (a) y dominio A de los 
péptidos no ribosomales (b) para 10 aislamientos. A la izquierda se muestra un marcador 
de peso molecular conocido y un negativo como control. El fragmento del gen domio KS 
es aprox 600 pb y el del dominio A es de 1000 pb. Los numeros de cada uno de las cepas 
pertenece al código LAUN. 
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Figura 3-3: Ensayos antibacterianos con los extractos provenientes de las cepas de 
cianoprocariotas aisladas. a. ensayo contra Staphylococcus aureus con extracto polar, b. ensayo 
contra Staphylococcus aureus, ensayo apolar, c. ensayo contra Bacillus subtilis en extracto apolar. 
d. ensayo contra Bacillus subtilis en extracto polar e. ensayo contra Escherichia coli en extracto 
apolar, f. Ensayo con extracto polar en Escherichia coli. En cada figura se observa la inhibición de 
los controles positivos.  
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Figura 3-4: Ensayos antifúngicos contra Aspergillus niger. a. Extracto polar. b. extracto 




3.4.1 Análisis filogenético 
Este estudio se vio limitado por la cantidad de extractos que se lograron aislar y preservar 
en el laboratorio, debido a que, las cianoprocariotas marinas son muy sensibles a cambios 
ambientales y son organismos difíciles de cultivar. (Ferris & Hirsch, 1991). El número de 
aislamientos obtenidos permitió realizar un análisis filogenético con 9 cepas, seis de las 
cuales pertenecen al Orden Synechococcales y tres al Orden Pleurocapsales. El orden 
Synechococcales incluye al género Leptolyngbya, muy abundante en varios ambientes, 
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incluyendo el trópico y el mar caribe (Anagnostidis & Komárek, 1988; López-Cortés et al., 
2001). En el Orden Pleurocapsales, se incluyen las Cyanobacterias adaptadas para ser 
parte de los organismos epífitos asociados a los arrecifes de coral; en los cuales se 
consiguieron muestras para este estudio (Komárek & Johansen, 2015; Tandon et al., 
2016). 
 
En los últimos años el aumento en el número de productos naturales (PN) derivados de 
Cyanobacterias ha aumentado. Sin embargo, de aproximadamente 500 PN que se 
conocían en el 2013, el 90% eran adjudicados a solo cinco géneros de Cyanobacterias 
(Engene et al., 2011; Engene et al., 2013). Este hecho se debe a que muchas veces las 
especies de Cyanobacterias han sido clasificadas erróneamente, por lo que es importante 
realizar descripciones polifásicas para realizar determinaciones taxonómicas precisas y 
reconocer nuevas especies como portadores de esa riqueza (Engene et al., 2011). 
Actualmente estas descripciones taxonómicas se han convertido en el objetivo principal de 
las investigaciones microbiológicas en Cyanobacterias (Wanigatunge et al., 2014). En este 
estudio, se abarcó una clasificación que comprendiera además de la tipificación 
morfológica, la determinación molecular incluyendo también la filogenia molecular (Tang 
et al., 2018).  
 
En las Cyanobacterias, el potencial que presentan como fuente de bioactivos útiles en la 
biotecnología, la agricultura y la farmacología, ha traído la necesidad de reconocer con 
certeza cual es la biodiversidad que presenta esta riqueza biotecnológica (Gerwick et al., 
2008; Nunnery et al., 2010).  
 
Existen diferentes artículos que reportan el uso del gen 16S ribosomal como herramienta 
para desarrollar aproximaciones filogenéticas (Bravakos et al., 2016; Ishida et al., 2001; 
Mareš, 2018; Myers et al., 2007). Estos estudios resaltan la importancia de los métodos 
moleculares asociados a aproximaciones fenotípicas para la correcta identificación 
taxonómica de las Cyanobacterias. Sin embargo, la identificación de aislamientos de 
Cyanobacterias utilizando una combinación de métodos moleculares y morfológicos, aún 
con los cambios en la taxonomía de las Cyanobacterias y el gran aumento de secuencias 
disponibles en el GenBank presenta problemas para su correcta clasificación (Gaysina 
et al., 2019).  
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Los problemas que no permiten una total confiabilidad en la identificación polifásica son 
las siguientes: el gen 16S está demasiado conservado para diferenciar de manera 
confiable especies bacterianas estrechamente relacionadas, además presentan un patrón 
evolutivo que no refleja todo el genoma; segundo, muchos autores han demostrado 
clasificaciones filogenéticas y morfológicas inconsistentes, comprometiendo la 
clasificación del taxón, ya que elimina caracteres importantes; también, existen especies 
incorrectamente identificadas en el GenBank; por otro lado, las cepas en las colecciones 
han recibido nombres incorrectos y están presentes tanto en GenBank como en varias 
colecciones de cultivo con diferentes designaciones. Adicional, las numerosas revisiones 
de la taxonomía y nomenclatura de las Cyanobacterias han modificado algunos taxones y 
no existe un método para que estas correcciones se incorporen fácilmente a las bases de 
datos, lo que causa una confusión adicional al intentar identificar aislamientos ambientales 
de Cyanobacterias (Lee et al., 2014). 
 
Las cepas LAUN 094, LAUN 095, LAUN098 y LAUN 099 al presentar una similitud del 
100% en las secuencias del 16S, se consideran aquí como un único taxón. Se identificaron 
a través de microscopia óptica como una especie del género Leptolyngbya (Anagnostidis 
& Komárek, 1988). La búsqueda en BLAST mostró una similaridad mayor al 97% con el 
género Phormidium. Filogenéticamente se agrupan con secuencias del género 
Leptolyngbya (67% bajo MP, 88 % bajo MV y 97% de probabilidad a posteriori bajo IB), 
aunque en todos los análisis este último género no aparece monofilético. Este género tiene 
una amplia distribución y se ha colectado en muchos sitios, lo que ha permitido realizar 
varias secuencias del género (López-Cortés et al., 2001; Xue et al., 2018); sin embargo, 
se ha sugerido como un grupo polifilético (Engene., 2010; Mareš, 2018). Otros géneros 
que se agrupan en el orden Synechococcales son Synechoccocus, Cyanocistis, 
Planktolyngbya y Haloleptolyngbya.  
 
En este estudio los aislamientos idénticos sugieren una misma especie que, aunque 
morfológicamente corresponde a Leptolyngbya, molecularmente es homólogo a 
Phormidium. El género Leptolyngbya previamente ha sido considerado perteneciente al 
orden Oscillatoriales junto con géneros de este grupo como lo son Phormidium y 
Pseudanabaena, éste último agrupado actualmente en el orden de las Synechococcales. 
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Los tres géneros incluyen especies de Cyanobacterias pequeñas filamentosas, que se 
diferencian entre sí por el tamaño, siendo las Leptolyngbyas las de menor tamaño 
(Komárek & Anagnostidis, 1999, 2005; Komárek & Johansen, 2015). Por lo anterior, se 
requieren más estudios que permitan delimitar estos tres géneros. En cuanto a las 
secuencias obtenidas en este trabajo, los aislamientos, filogenéticamente, son cercanos a 
Leptolyngbya y no a Phormidium. 
 
La cepa LAUN 093 se encuentra en el mismo clado de las Synechococcales aunque son 
soportes en los nodos bastante bajos (sólo IB generó una probabilidad a posteriori de 
52%). La longitud obtenida de las secuencias para esta cepa es sólo de 200 bp lo que 
limita considerablemente la resolución filogenética de la misma en este clúster y su relación 
con el otro grupo de aislamientos o con otros géneros del Orden. Sin embargo, es 
importante tener en cuenta que esta cepa, presentó características diferentes en cuanto a 
la colorimetría en los cultivos (color café), si bien, las Cyanobacterias en cultivos de 
laboratorio modifican algunas características, es probable que esta cepa se comporte 
como una especie diferente. No obstante, investigaciones anteriores han permitido elevar 
incluso el valor límite para definir una especie en un rango por encima del 97% (Brito et al., 
2017). Con la aplicación de dichos rangos para reconocer especies nuevas, se puede decir 
que en este caso, se está hablando de especies sinónimas. De hecho muchos autores 
consideran las especies aquí presentes; L. foveolarum, L. tenerrina y L. boryana como 
sinónimos de una sola especie (Cuzman et al., 2010). Igualmente, se requiere tener un 
fragmento mayor del gen  16S y buscar genes adicionales como rpo1 o el gen de la 
ficocianina, que permitan obtener mayor resolución a nivel intraespecifico para determinar 
con suficiente confianza si se trata de una nueva especie o se trata de cambios físicos que 
adquirió con el tiempo en los medios de cultivos (Gaysina et al., 2019). 
 
El segundo grupo de 3 cepas (LAUN 097, LAUN 098 Y LAUN 100) de igual número de 
aislamientos en este trabajo se agrupan dentro del Orden Pleurocapsales. En esta filogenia 
el orden aparece como monofilético, aunque en otros reportes se considera como 
polifiletico (Wanigatunge et al., 2014). Los géneros Dermocarpa y Pleurocapsa y sus 
especies utilizadas en este trabajo aparecen como grupos polifiléticos. El aislamiento 
LAUN 097 aparece en esta reconstrucción cercanamente relacionada a una especie de 
Dermocarpa aunque con los tres soportes utilizados relativamente bajos (sólo el bootstrap 
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de ML es de 61%). En la determinación morfológica correspondería a Pleurocapsa, este 
resultado puede deberse a la naturaleza polifilética del género (Tandon et al 2016). La 
cepa LAUN 096 se agrupa con Pleurocapsa lo que coincide con la determinación 
morfológica y la homología a nivel molecular (98%). El soporte de este agrupamiento bajo 
IB es de una probabilidad a posteriori de 92%. Adicionalmente Komareck et al (2014) tras 
una revisión taxonómica de varios géneros concluyen que se puede tratar de varios 
géneros crípticos.  
 
Por otra parte, la cepa LAUN 100 se agrupa a secuencias del género Stanieria tanto en el 
análisis de MP como el de IB aunque sin ningún soporte mayor a 50% en ambos análisis. 
Sin embargo, en el análisis de IB aparece formando un clado con especies del género 
Dermocarpa (árbol no mostrado). Por otra parte, su clasificación taxonómica por caracteres 
morfológicos puede presentar problemas debido a la gran plasticidad morfológica que 
presenta este grupo. Es necesario realizar una caracterización más amplia de esta cepa, 
ya que la secuencia alineada en el GenBank presenta la mejor homología con una cepa 
de Cyanobacteria no cultivada, y sólo en la base de datos curada presenta una homología 
del 100% con una cepa de Stanieria (NR_102468).  
 
Aunque se han realizado investigaciones sobre la diversidad de Cyanobacterias marinas 
en Colombia (Bayona 2014; G. Díaz-Pulido & Díaz-Ruiz, 2003; Guillermo Díaz-Pulido & 
Bula-Meyer, 1997; Reyes, Gavio, & Velasquez, 2013) este es uno de los pocos estudios 
en el que realiza una caracterización filogenética de especies de Cyanobacterias marinas 
(Prato, 2013). En contraste con otros estudios donde se observa predominancia de 
Cyanobacterias de los órdenes Oscillatorialles y Nostocales, las especies encontradas en 
los aislamientos de este estudio pertenecen al grupo de las Synechococcales y 
Pleurocapsales. Sin embargo, en el trabajo realizado por Cano, 2018 los aislamientos 
obtenidos también pertenecen a estos dos órdenes, con géneros como Leptolyngbya, 
Synechococcus y Stanieria. Estos dos estudios, Cano (2018) y el aquí presentado exhiben 
las características de haber sido trabajos en los cuales las Cyanobacterias caracterizadas 
fueron aquellas que se lograron aislar, mientras que los trabajos anteriores son estudios 
que tienen en cuenta es la biodiversidad de las muestras ambientales recolectadas. Lo 
anterior permite inferir que estos dos órdenes (Synechococcales y Pleurocapsales) 
presentan características que promueven aún más el crecimiento de Cyanobacterias en 
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condiciones de laboratorio. Por último, es importante reconocer la biodiversidad de 
Cyanobacterias marinas que hay en los mares colombianos, en el que se abarcan todos 
los grupos conocidos de Cyanobacterias, por lo que se requiere doblar los esfuerzos en 
metodologías de cultivos y aislamiento para poder obtener cepas de los géneros y especies 
reportados en el país.  
 
Por otra parte, el análisis de divergencia (Tabla 3-2) muestra las distancias entre especies 
para el fragmento estudiado dentro de géneros y la de los aislamientos con otras especies. 
Para los cuatro géneros incluidos, las distancias interespecíficas van del 1 y el 8%. Este 
rango de distancias permite sugerir que algunas de las cepas de este trabajo podrían ser 
géneros y especies diferentes. Por ejemplo, las especies clasificadas como Leptolyngbya 
presentan un rango de divergencia entre el 5 y el 8%. Estas a su vez comparadas con la 
cepa LAUN 091 difieren en 10-13%. Asimismo, en el análisis filogenético se observa que 
la cepa LAUN 091 junto con el otro grupo de Leptolyngbya aisladas en este trabajo forman 
un grupo distante del holotipo utilizado (Leptolyngbya boryana) formando un nuevo género. 
Igualmente, las cepas LAUN 096 y LAUN 100, denominadas como Pleurocapsa y 
Stanieria, respectivamente, donde los análisis de distancias presentan un 5% de 
divergencia en ambas comparaciones pueden ser nominados como nuevas especies de 
estos géneros. Por otro lado, la cepa LAUN 097 indicó un rango entre el 1 y el 3% con 
relación a las especies de Dermocarpa incluidas lo cual resulta congruente con los 
resultados obtenidos en la determinación morfológica y molecular. Adicionalmente, en la 
determinación morfológica no se logró llegar hasta especie, sin embargo, las distancias 
más cercanas en el análisis filogenético corresponden a Dermocarpa violacea, una 
clasificación más detallada para esta cepa. Por último, los análisis de divergencia permiten 
soportar junto al análisis filogenético que las cepas clasificadas como Phormidium 
molecularmente, en realidad corresponden a Leptolyngbya. Las distancias en estas cepas 
presentan una divergencia del 14% respecto a Phormidium, incluso mucho mayor que la 
que existente con Leptolyngbya (la más alta está en 8%). Es posible que se trate de un 
error en la determinación de dicha secuencia en GenBank. De esta manera, los análisis 
filogenéticos y las divergencias presentadas aquí permiten inferir que las cepas LAUN 
(094, 095, 098 y 099), LAUN091, LAUN093, LAUN097 Y LAUN100 son probablemente 
especies nuevas. No obstante, se requiere realizar nuevos acercamientos moleculares y 
morfológicos para fortalecer la hipótesis de que son nuevas especies, o por el contrario 
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conocer si se trata de especies aun no reportadas para Colombia o con pocos estudios 
que limitan las comparaciones filogenéticas. 
 
 
Tabla 3-2: Divergencias interespecíficas para aislamientos de este trabajo y otras 
secuencias usando el modelo Tamura-Nei. 
 
COMPARACIÓN PORCENTAJE 
Dentro de sps de Leptolyngbya 5 - 8% 
Dentro de sps de Phormidium 2 - 7% 
Dentro de sps de Lyngbya 1- 3% 
Dentro de sps deDermocarpa 1 - 3% 
Leptolyngbyas - LAUN 098 - 
Leptolyngbyas - LAUN 091 10 - 13% 
Leptolyngbyas - LAUN 093 5 - 8% 
Phormidium - LAUN098 14% 
Dermocarpa - LAUN 097 1 - 2% 
Pleurocapsa - LAUN096 5% 
Stanieria - LAUN100 5% 
LAUN098 - LAUN091 5% 
LAUN 093 - LAUN091 12% 
LAUN 096 - LAUN097 - LAUN100 3 - 9% 
 
Finalmente como consecuencia de los problemas presentados en la clasificación 
taxonómica y las incongruencias que se pueden presentar en las bases de datos como en 
las colecciones biológicas al utilizar solamente el 16S (Gérard et al., 2018; Myers et al., 
2007), es necesario implementar herramientas alternativas que permitan una 
consolidación en la determinación de las cepas aisladas de Cyanobacterias. Opciones 
novedosas como los locus que codifican la proteína rpoC1, la región espaciadora 
intergénica de la ficocianina cpcBA-IGS, los genes de la nitrogenasa y la región intergénica 
16S-23S rRNA, junto con su estructura, permitirían una mejor discriminación de especies, 
y han sido usados anteriormente (Lee et al., 2014). Por otra parte, para un análisis 
polifásico completo es necesario la incorporación de datos de múltiples fuentes, como el 
uso de base de datos curadas y especializadas en genes microbianos, secuencias de 
nucleótidos de múltiples loci, y la composición bioquímica (conocimiento de los metabolitos 
producidos por cada cepa) son recomendables como practicas taxonómicas estándar 
104 Potencial biotecnológico de Cianoprocariotas provenientes de Islas del 
Rosario, Colombia. 
 
(Brito et al., 2015b, 2012; Gaysina et al., 2019). Por último, en los últimos años el uso de 
la espectrometría de masas y el MALDI-TOF han aumentado su aplicabilidad y se ha visto 
que permite detectar cianotoxinas y también la distribución espacial de las Cyanobacterias, 
lo que permite el posible uso futuro de esta tecnología para la identificación de 
Cyanobacterias, con el desarrollo de una base de datos estandarizada y actualizada 
periódicamente (Prihantini et al., 2016; Welker et al., 2002). 
3.4.2 Detección de genes y ensayos antimicrobianos 
 
El objetivo principal de este estudio era observar el potencial biotecnológico que presentan 
las Cyanobacterias marinas de Islas del Rosario a través de cepas unialgales aisladas en 
el laboratorio. Para probar el potencial biosintético se realizó la detección de genes PKS y 
NRPS involucrados en la producción de metabolitos secundarios bioactivos, dirigidos a los 
dominios cetosintasa (KS) y adenilación (A), respectivamente; por otra parte, se determinó 
la actividad antimicrobiana y antifúngica a través de ensayos microbiológicos. 
 
Bajo las condiciones probadas, la presencia de secuencias del dominio KS se detectó en 
el 100% de las cepas. Por otra parte, el dominio A se observó solamente en las cepas 
filamentosas (Synechococcales filamentosas), mientras que en las cepas unicelulares 
(Pleurocapsales) no se detectó este dominio. En general, se puede concluir que los genes 
que codifican PKS/NRPS están presentes en la mayoría de aislados de Cyanobacterias, 
con los genes de PKS más propagados que los NRPS. Estos resultados están acordes 
con trabajos anteriores donde se presenta que las cepas filamentosas presentan una 
mayor frecuencia de estos genes, así mismo se observa que los PKS son más frecuentes 
que los NRPS en Cyanobacterias cultivadas (Brito et al., 2015; Christiansen et al., 2001; 
El Samak et al., 2018).  
 
Por otra parte, ninguna de las cepas aisladas presentó actividad antimicrobiana contra las 
especies de bacterias y hongos probadas. Sin embargo, este porcentaje de los 
aislamientos bioactivos antimicrobianos está en conflicto con las observaciones realizadas 
en estudios previos que analizaron que las Cyanobacterias presentes en Colombia 
responden positivamente a ensayos biológicos.  
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En el país, los estudios realizados en bioprospección de cianoabcterias marinas han 
encontrado actividad biológica en ensayos realizados con extractos de especies marinas. 
Cabe resaltar que en ninguno de los estudios se realizó la determinación de genes PKS y 
NRPS a través de PCR. Cano (2018) encontró que, de 25 cepas de Cyanobacterias 
marinas aisladas solo una cepa, Leptolyngbya sp, presenta actividad antimicrobiana contra 
Bacillus subtilus, 11 cepas eliminan el crecimiento de E. coli y la mayoría presentan 
actividad antifúngica. Por otro parte, Ayala (2017) halló que los géneros Lyngbya, Moorea, 
Phormidium y Symploca asociados en consorcios son positivos como larvicidas, 
priorizando al consorcio del género Moorea, donde se observó una mortalidad del 100% 
en las larvas del mosquito Aedes aegypti. Este resultado es de suma importancia, debido 
a que son reportes pioneros para Cyanobacterias extraídas de Islas del Rosario. Becerra 
(2017) encontró que dos consorcios de Cyanobacterias marinas son positivos contra 
Artemia salina, es decir, son efectivos herbicidas, sin embargo no se aclara que especies 
o géneros de cianoabcterias están presentes en esos consorcios; por otra parte, Prato 
(2013) encontró la misma actividad herbicida en 7 extractos de Cyanobacterias de los 
géneros Lyngbya y Oscillatoria recolectados en Islas del Rosario. Por último, dos trabajos 
han presentado resultados positivos contra líneas cancerígenas demostrando la 
efectividad de las cepas marinas como agentes citotóxicos; en Cano (2018) se obtuvo una 
efectividad citotóxica del 100% en todas las líneas cancerígenas probadas, mientras que 
en Bayona (2012) se encontró porcentajes de crecimiento menores al 25% en cultivos 
mamarios cancerígenos, en 9 de las 19 cepas de extractos de cianoabcterias evaluadas. 
 
Por otra lado, varios estudios han determinado que la presencia de genes biosintéticos 
(PKS y NRPS) en el ADN genómico de un microorganismo es un indicador del potencial 
biotecnológico de ese organismo para producir metabolitos secundarios (Kehr et al., 2011; 
Machado et al., 2015); lo cual no es acorde a los resultados obtenidos en el presente 
estudio. Al respecto, puede haber dos respuestas que expliquen los resultados obtenidos 
anteriormente.  
 
La primera es que los productos pueden tener otra actividad, en lugar de la actividad 
antimicrobiana, puede haber actividad antitumoral o actividad insecticida. Muchos trabajos 
han reportado el potencial anticancerígeno de las cianoabcterias (Montalvão et al., 2016; 
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Vijayakumar & Menakha, 2015); que va en la misma dirección de los resultados obtenidos 
con cepas de Cyanobacterias extraídas en el caribe colombiano. También, otros estudios 
han determinado una fuerte relación entre las rutas metabólicas asociadas a los PKS y los 
efectos citotóxicos de las bacterias (El-Moneam et al., 2017). La segunda explicación está 
relacionada con la expresión génica. Muchos genes están reprimidos o están silenciados 
si las condiciones de crecimiento no son las adecuadas, o no se presentan las condiciones 
ambientales específicas para que se dé la activación de estos genes. Asimismo, muchas 
bacterias incluidas las cianoabcterias no expresan sus genes en un crecimiento in vitro, es 
decir en condiciones de laboratorio, y no son activadas hasta que se suministren las 
condiciones de cultivo adecuadas (Christiansen et al., 2001).  
 
Por lo tanto, es importante, tener en cuenta estas explicaciones y realizar experimentación 
contra otros objetivos, ya sean células cancerígenas, o pruebas insecticidas y herbicidas, 
entre otras. Asimismo, se recomienda variar las condiciones de cultivos con el fin de 
ocasionar cambios ambientales y observar cuales son los requerimientos óptimos para 
activar la expresión de los grupos de genes silenciados. 
 
Por otra parte, en cuanto a los géneros aislados en esta investigación se tiene que, 
Leptolyngbya es un género prolífico de metabolitos secundarios (Brito et al., 2015; 
Gogineni & Hamann, 2018). Varias clases de toxinas de células cancerosas se han 
caracterizado para este género. Del mismo modo, se ha observado la capacidad que 
presentan las cepas de este género para integrar las rutas biosintéticas, por lo que han 
sido considerados como agentes quimioterapéuticos potenciales (Nunnery et al., 2010). 
Ejemplo de ello, es un consorcio de Lyngbya, con presencia de Leptolyngbya en el que se 
presenta un MS con la capacidad de modular las funciones de los canales de sodio, el 
compuesto denominado “Palmyrolide A” (Taniguchi et al., 2010). Asimismo, en Panamá 
investigadores han descubierto y aislado de una cepa marina de Leptolyngbya, la 
Coibamida A, un nuevo y potente metabolito secundario con capacidad antiproliferativa 
(Medina et al., 2009). También, se tiene reporte de dos péptidos cíclicos, las 
Companeramidas A y B, que presentan estructuras similares a las observadas en una de 
las cepas estudiadas de Leptolyngbya en ese estudio (Xue et al., 2018). Lo anterior es un 
buen soporte para explicar por qué razón en los ensayos antimicrobianos no se observó 
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actividad, ya que los casos mencionados anteriormente corresponden a cepas de 
Leptolyngbya con alto potencial citotóxico. 
 
En cuanto a las cepas del orden Pleurocapsales, se ha observado la detección de genes 
PKS y NRPS en algunos estudios (Brito et al., 2015; Ehrenreich et al., 2005). En este 
estudio, los PKS se observaron en todas las cepas, incluyendo a aquellas pertenecientes 
a ese orden; Stanieria, Dermocarpa y Pleurocapsa. Por otra parte, el gen analizado para 
los NRPS no fue detectado en estas cepas. En general, se ha determinado que las 
cianoabcterias unicelulares, como es el caso de estas tres cepas, contribuyen en menor 
medida que otros grupos, como las Cyanobacterias filamentosas, en la producción de MS. 
En un estudio realizado en el 2008 se determinó que de 800 MS descubiertos en 
Cyanobacterias, solamente 48 (6%) eran producidos por Cyanobacterias del orden 
Pleurocapsales (Gerwick et al., 2008), proporción que se mantiene aún.  
 
Sin embargo, estudios en bioprospección realizados en cepas de estos géneros, inclusive 
de este orden son muy escasos y en ninguno se ha encontrado actividad antimicrobiana o 
fúngica relevante. Se tiene algunos reportes de estudios donde se estudió la actividad 
antimicrobiana de cepas de Dermocarpa, Pleurocapsa (ambos aislados en este estudio) y 
de Hyella, un género pleurocapsaleano, en los cuales no se encontró actividad biológica 
(Burja et al., 2007; Chlipala et al., 2009). Por otro lado, en Colombia estudios realizados en 
estos géneros o el orden Pleurocapsales no han sido muy comunes. Solamente Cano, 
2018 realizó el aislamiento de dos cepas de Stanieria, donde se realizó ensayos de 
actividad antimicrobiana y ensayos citotóxicos; en ellos encontró que las cepas no 
presentan actividad antimicrobiana y solo una de las dos presentó actividad antifúngica. 
En cuanto a los análisis citotóxicos, Cano detectó actividad en las dos cepas con valores 
de viabilidad reducida a valores de 70 y 80%. Si bien en estos cuatro estudios, los 
resultados con este orden no fueron muy satisfactorios, se puede realizar otros tipos de 
ensayos biológicos para conocer que otros posibles usos tienen estas cepas en el campo 
de la biotecnología, ya que los genes, al menos los de PKS, se encuentran presentes, por 
lo que son aislamientos con potencial biotecnológico. 




El análisis filogenético realizado resultó en un árbol robusto que permitió la clasificación de 
las cepas aisladas en dos grupos, Synechococcales y Pleurocapsales.  
 
La evidencia molecular junto con el análisis de divergencia interespecífica permitió 
demostrar que se tienen reportes de un nuevo género asociado a las cepas categorizadas 
como Leptolyngbya y nuevas especies para los géneros Pleurocapsa y Stanieria. La cepa 
LAUN097 clasificada como Dermocarpa puede ser reconocida como Dermocarpa violacea 
según el análisis de divergencia. El grupo de aislamientos reconocidos como Leptolyngbya 
son más cercanos al grupo de las Synechoccocales (Leptolyngbya) que a las 
Oscillatoriales (Phormidum).  
 
De las 10 cepas, todas presentan el dominio KS de las PKSs. Sólo las cepas filamentosas 
presentan el dominio A de las NRPSs. Ninguna de las 10 cepas presenta inhibición de las 
bacterias y los hongos estudiados.  
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4. Conclusiones y recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
Teniendo en cuenta los análisis filogenéticos, de divergencia, y las determianciones 
morfológica y molecular realizadas, se puede inferir que se tienen un nuevo género de 
Cyanobacterias para Islas del Rosario y el caribe Colombiano, y nuevas especies de los 
géneros Pleurocapsa y Stanieria. 
 
Los medios sólidos swBG11 y swASNIII son propicios para el aislamiento y conservación 
de cianoprocariotas marinas del caribe colombiano. 11 cepas de cuatro géneros fueron 
aisladas de los bentos arrecifales de Islas del Rosario, Colombia; Leptolyngbya, 
Dermocarpa, Stanieria y Pleurocapsa. Las herramientas bioinformáticas son un gran 
avance en la correcta clasificación taxonómica del grupo. Los organismos descritos en este 
trabajo constituyen un acercamiento a la diversidad de las cianoprocariotas cultivables del 
Caribe colombiano. 
 
El análisis filogenético realizado resultó en un árbol robusto que permitió la clasificación de 
las cepas aisladas en dos grupos, Synechococcales y Pleurocapsales. La evidencia 
molecular junto con el análisis de divergencia interespecífica permitió demostrar que se 
tienen reportes de posibles nuevas especies de los géneros Leptolyngbya, Pleurocapsa y 
Stanieria.  
 
De las 10 cepas, todas presentan el dominio KS de las PKSs. Sólo las cepas filamentosas 
presentan el dominio A de las NRPSs. Ninguna de las 10 cepas presenta inhibición de las 
bacterias y los hongos estudiados.  
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La clasificación taxonómica de una especie o género de Cyanobacteria debe presentar un 
enfoque polifásico, que involucre una clasificación morfológica y una clasificación 
molecular basada en varios marcadores moleculares; como el 16S del rRNA, el cual es el 
más usado, pero con una mezcla de otros que permitan una mayor obtención de 
información.  
4.2 Recomendaciones 
Se debe realizar mayores esfuerzos para conocer la biodiversidad de Cyanobacterias 
marinas en Colombia. Asímismo, la investigación en bioprospección de Cyanobacterias 
debe seguir continuando con el fin de conocer los potenciales usos que poseen.  
 
Para la identificación molecular a través del uso del gen 16S rRNA es necesario realizar 
actualizaciones en las bases de datos con el fin de que la información suministrada se 
encuentre a la par con los cambios realizados en la taxonomía del grupo.  
 
Se requiere realizar una revisión exhaustiva del género Leptolyngbya una vez se tengan 
más secuencias, debido a que forman un grupo polifilético dentro del clado de las 
Synechococcales. 
 
La utilización de otros genes es recomendable para realizar la correcta clasificación 
taxonómica. El locus que codifican la proteína rpoC1, la región espaciadora intergénica de 
la ficocianina cpcBA-IGS, los genes de la nitrogenasa y la región intergénica 16-23 rRNA, 
junto con su estructura, son buenas opciones. Sin embargo, también se requiere bases de 
datos con la secuencia de estos genes, debido a que son escasas.  
 
 
 
 
 
